Fraunhofer

Kryoforschungsbank
& Zentrum fUr
Kryobiotechnologie

SAAR
eUROCRYO

Mikrosystembasierte Zellbank im Saarland

Institut
Biomedizinische
Technik



Inhalt

Vorwort

Kryotechnologie am IBMT - Neue technologische Lésungen fur die
Kryokonservierung in der Biotechnologie und Medizin

Grundlagenforschung zur Kryokonservierung —
Von der Kryobiologie zur Kryotechnologie

Anwendungsfelder der Kryotechnologie —
Beispiel regenerative Medizin

Fraunhofer-Technologieplattform
Kryobiophysik & Kryotechnologie — Forschung und Entwicklung
am Zentrum fur Kryobiotechnologie
Kryobiophysik
Molekulare Prozesse beim Einfrieren von Zellen
Tieftemperaturelektronik
Kryobioinformatik / ChameleonLab
Kryoequipment & Kryorobotik
Kryoforschungs- und Demonstrationsbank — Langzeitlagerung
lebender Zellproben

Historie
Ausstattung, Angebote & Produkte
Kryobiophysik & Kryotechnologie
Kryoequipment & Kryorobotik
Nachwuchsgruppe »Kryo-Nanobiotechnologie« des BMBF
Kryoforschungsbank

Zusammenfassung der Dienstleistungen am
Zentrum fur Kryobiotechnologie

Moglichkeiten der Unterstitzung gemeinnltziger Sammlungen —
Kryotankspende & Patenschaft

Danksagung

So finden Sie uns

Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik

10

15
19
19
22
24
27
29
31
34
37
40
40
41

41
42

44

46

48

49

1



Prof. Dr. GUnter R. Fuhr
(Direktor Fraunhofer-Institut fr
Biomedizinische Technik IBMT)

2

Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik

Vorwort

Der Begriff der Kryokonservierung ist
den meisten Menschen nicht so geldu-
fig wie andere Bezeichnungen der Bio-
technologie und Medizin, beispielswei-
se das Sequenzieren fir die Genom-
analyse. Er leitet sich aus dem griechi-
schen Wort »Kryos« ab, was so viel
wie »Kalte, Eis« bedeutet. Unter Kryo-
konservierung versteht man die Lage-
rung von Zellen und Gewebestlicken
bei Temperaturen unter —=130 °C, in
der Regel durch Kuhlung mittels ver-
flussigtem Stickstoff. Dabei wird die
Vitalitat der Zellen aufrecht erhalten,
obgleich das biologische System in den
Zustand eines Festkorpers Gbergeht.
Abgesehen von der Trocknung einiger
Organismen, wie z.B. Bakterien und
Pilzen, ist die Tieftemperaturlagerung
gegenwartig die einzige Moglichkeit
tierische, pflanzliche und vor allem
menschliche Zellen und Zellverbande
Uber nahezu beliebige Zeitraume
lebensfahig abzulegen und zu gegebe-
ner Zeit zu reanimieren.

Die Atmosphare der Erde besteht zu
ca. 78% aus Stickstoff, einem inerten
Gas, das unter Normaldruck bei ca.
—196 °C in den flissigen Aggregatzu-
stand Ubergeht. Als Kihlphase hat es
sich sowohl aus Sicht der Handha-
bung, aber auch aus Kostengriinden
bewahrt. Gelagert werden die Proben
in groBen Stahlbehaltern, die nach
dem Dewar-Prinzip aufgebaut sind.
Zwei Behalter sind unter moéglichst
geringem Kontakt ineinander montiert
und durch einen Vakuumbereich ther-
misch zueinander isoliert, wobei der
innere zu etwa einem Viertel oder
auch vollstandig mit flissigem Stick-
stoff geflllt wird. Die Zell- und Gewe-
beproben befinden sich in speziellen
Metallregalen und Plastikbehaltern in
der Regel in der kiihlen Gasphase oder
verschlossen eingetaucht in der flssi-
gen Kihlphase. Proben, die auf diese
Weise gelagert werden, kénnen Gber
Jahre, Jahrzehnte perspektivisch bis zu
Jahrhunderten ohne EinbuBe der
Lebensfahigkeit tberdauern. Der Stoff-
wechsel der Zellen kommt vollstandig

zum Erliegen - alle Lebensvorgange,
d.h. jedwede Biochemie, stehen still.

Da sehr oft in diesem Zusammenhang
von eingefrorenen Tieren, Menschen,
deren Képfen oder Organen in der
Tagespresse die Rede ist, erscheint es
notwendig, klarzustellen, was gegen-
wartig lebend konserviert werden kann
und was nicht. Zunachst ist wichtig zu
wissen, dass es sich beim Einfrieren
von Zellen bei derart niedrigen Tempe-
raturen nicht um einen Vorgang han-
delt, der an irgend einer Stelle der Erde
natlrlich auftritt oder in der Vergan-
genheit aufgetreten ist. Die Verflissi-
gung der Gase, malBgeblich durch Carl
von Linde in die Technik eingeflhrt, ist
eine Erfindung des Menschen, wenn-
gleich wir Planeten und Monde (Pluto,
Titan) kennen, auf denen derart tiefe
Temperaturen herrschen, dass der
Stickstoff in Form flUssiger Seen und
Meere auftreten kédnnte. Das Abkuhlen
eines Korpers ist durch physikalische
Parameter, wie die Warmeleitung, die
Geometrie und die GroBe des Korpers,
festgelegt und in der Abkuhlrate
limitiert.

Ohne Gefrierschutzmittel ist eine
Lebendkonservierung biologischen
Materials zudem nicht méglich. Doch
auch das Gefrierschutzmittel muss in
alle Zellen hineingelangen. Allein aus
der Warmeleitung und der Diffusion
der Kryoprotektiva ergibt sich, dass
ganz bestimmte Temperaturverldufe
flr biologische Proben einzuhalten
sind. Beide Prozesse werden mit stei-
gender GroBe der einzufrierenden
Objekte in ihrer Geschwindigkeit und
Verteilungscharakteristik immer langsa-
mer und komplexer, so dass die
Lebendkonservierung von zellularem



Gewebe bereits bei einigen Kubikmilli-
meter groBen Stlicken an physikalische
Grenzen stoBt. Da weltweit, wenn
Uberhaupt gestattet, eine Tieftempera-
turkonservierung von Menschen erst
nach dem natdrlichen Tode stattfinden
darf und die Warme nicht rasch genug
aus dem Koper abgeleitet werden
kann sowie die Gefrierschutzmittel
schlecht in alle Zellen gelangen kon-
nen, ist mit hoher Gewissheit davon
auszugehen, dass die mancherorts ein-
gefrorenen Menschen (z.B. in den
USA) niemals wieder zum Leben
erweckt werden kénnen. Es musste
neben den Gefrierschaden auch der
eingetretene Tod mit den jeweils spezi-
fischen Zell- und Organschadigungen
behoben werden, was auch spateren
Generationen schwer fallen durfte.
Zudem ging es den entsprechenden
Personen nicht um eine genetische
Rekonstruktion in Form eines neuen
Organismus, sondern um den bislang
und wohl auch bis auf Weiteres uner-
fullbaren Traum des bewussten Erle-
bens einer spateren Zeit bei erhaltener
Personlichkeit und vollstéandiger Ruck-
erinnerung.

Schadigungen treten bei lebenden
makroskopischen Organismen bereits
auf, wenn flussiger Stickstoff die Kor-
peroberflache berlhrt. Eine derartige
Erfrierung gleicht nach dem Auftauen
einer Verbrennung. Ebenso verhalt es
sich beim Einfrieren von Menschen,
deren vor allem dichte Gewebeteile
nach dem Auftauen Risse und neben
den mikroskopischen auch makrosko-
pische Zerstérungen aufweisen.
Gegenwartig besitzt das Einfrieren von
Hunden, Katzen und Menschen mit
dem Ziel der Wiederbelebung daher
keinen wissenschaftlichen Hintergrund.
Auch die Hoffnung auf eine Losung
des Problems in der Zukunft erscheint
gering, da insbesondere die dichten
Gewebeteile wie das Herz, das Gehirn
und andere lebenswichtige Organe am
starksten geschadigt oder zerstort wiir-
den und nach dem Auftauen, ahnlich
einer Frucht, auBBen gut erhalten, innen

Kryvokonservierung ist kein natiirlicher Prozess!

Tiefste Temperaturen aul der Erc
Verflissigung der Luft, emme Erfindung

aber im Zellverband funktionell
unbrauchbar waren. So spektakular
das Einfrieren mit dem Ziel des Weiter-
lebens in beliebiger Zukunft auch sein
mag, der Motor der Wissenschaft, ins-
besondere auch der Kryobiotechnolo-
gie, ist es nicht.

Das haufig beschriebene Einfrieren
einiger Organismen im Eis erfolgt nach
ahnlichen, am Ende aber doch anderen
Prinzipien als die hier behandelte Tief-
temperaturkonservierung. Einige weni-
ge Fische, Frosche, Insekten, aber auch
Algen sowie Mikroorganismen frieren
im Boden oder in wassriger Umgebung
bei Temperaturen unter 0 Grad bis zu
—30 °C ein und vermdgen diesem
Stress Uber Tage, manchmal sogar

R0 °C

bes Menschen:

Limibe-Muschime:

Wochen und Monate zu widerstehen.
Ein Frosch im Eisblock ging vor Jahren
durch die Medien. Ungeachtet des tief-
gefrorenen Anscheins leben diese Tiere
dennoch und sind nicht zu einem Fest-
korper erstarrt, wie die Zellen bei den
Temperaturen des fltssigen Stickstoffs.
Es wird berichtet, dass die Blutzirkulati-
on derartig unterkthlter Organismen
zum Stillstand kommt, Wunden daher
nicht bluten und die Frequenz des
Herzschlags stark herabgesetzt ist
(STOREY & STOREY, Pharmaceutical
News, Vol. 6, No. 3, S. 9-14, 1999). Die
bezeichneten Tiere nutzen zwei Effekte
zum Uberleben bei Kélte: zum einen
die Entwasserung der Zellen und damit
eine Erniedrigung des Gefrierpunkts
durch Konzentrierung der gel6sten
Stoffe (lonen, Proteine), zum anderen
die Produktion spezieller Gefrierschutz-
substanzen, die die Eisstruktur beein-
flussen (Verhinderung groBer Eisdoma-
nen). Kihlt man sie weiter ab, so frie-
ren sie durch und es gelingt nicht, sie
nach dem Auftauen wieder zum Leben
ZuU erwecken.

Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik 3



C [AFPHT} = 0.3 pgiml

C [(AFPI] = 0,00 pgimL

Eiskristallstrukturen in einer Saccharose-Modelllésung und mit Zusatz unterschiedlicher AFPIll-Konzentrationen (Anti
Freeze Protein) nach 70 Stunden Lagerzeit, Lagertemperatur -8 °C. (Quelle: Chemie Ingenieur Technik 2004, 76,
No. 4, Volker Gaukel und Walter E. L. SpieB, Einfluss von Antigefrierproteinen auf die Rekristallisation von Eis in

Modelllésungen fur Eiskrem, Abbildung 2.)

All das, was bei gréBeren Geweben
und Organismen nicht funktioniert,
lasst sich jedoch mit vereinzelten Zellen
nahezu problemlos durchfihren. Die
GroBe der meisten unserer Zellen, die
bei einigen zehn Mikrometern liegt,
erlaubt das definierte Einbringen von
Kryoprotektiva (Gefrierschutzmitteln)
in die Zellen und ihre Abkthlung zu
Temperaturen unter —130 °C, einer
kritischen Temperaturmarke, unterhalb
der eine Rekristallisation von Eis nicht
mehr mdglich ist bzw. extrem langsam
erfolgt. Somit lassen sich Zellen in sus-
pendierter Form und adharent auf
Oberflachen sehr gut und reproduzier-
bar kryokonservieren und lagern. Im
Unterschied zur erlduterten Gefrier-
schutzerniedrigung einiger kaltetole-
ranter Tiere kommen die Lebenspro-
zesse im Zellinneren hierbei jedoch
vollstdndig zum Stillstand. Die einzige
Begrenzung der Lagerdauer liegt in der
kosmischen Strahlung begriindet, die
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auch die Zellproben im gefrorenen
Zustand und im Stahltank permanent
trifft. Sie wirde sehr langsam nach
mehreren zehntausend Jahren zur
Zerstorung des Genoms fuhren. Flr
die Zwecke der Biotechnologie und
Medizin ist dieser Effekt allerdings
belanglos.

Womit sich diese Broschire beschaf-
tigt, ist ausschlieBlich die Tieftempera-
turkonservierung von zellularen
Lebendproben fiir die Biotechnologie,
Medizin, den Umwelt-, Arten- und Ver-
braucherschutz, aber auch die Anlage
von Bioressourcen der Zukunft, fur die
Forschung und zur retrospektiven
Untersuchung lebenden Materials fr
spatere Generationen mit deren, heute
noch unbekannten Messmethoden
und Geraten.

Nach eingehender Diskussion und Pri-
fung hat die Fraunhofer-Gesellschaft in
Kooperation mit dem Saarland im
Jahre 2001 die Entwicklung der Kryo-
biotechnologie fir vordringlich und
fundamental fur die EinfUhrung der
Biotechnologie in einer industriellen
Skalierung eingestuft und beschlossen,
unikal in Deutschland und der Welt,
diesen Technologiebereich in den
nachsten Jahren zu entwickeln.
Obwohl nahezu in jedem Biolabor ver-
flgbar und gut etabliert, ist die Kryo-
konservierung von Zellen dennoch den
zu erwartenden Probenzahlen und den
Anforderungen der Zukunft bisher
technologisch nicht gewachsen. Eine
automatische Handhabung von Kryo-
proben, Vereisungsfreiheit, nahezu
absolute Verwechslungssicherheit und
die optimierte Abkuhlung bzw. Erwar-
mung sind unverkennbar Erfordernisse
flr eine breite Nutzung in Forschung,
Wirtschaft und Medizin.

Auch sind die Probenvolumina, die
gegenwartig noch abgelegt werden,
fur viele Zwecke unverhaltnismaBig
groB und unglnstig gewahlt, was die
Kosten in die Hohe treibt und die Kryo-
lagerkapazitat begrenzt. Die BemUhun-
gen des Fraunhofer-Instituts fir Biome-
dizinische Technik zielen daher darauf
ab, von der Probennahme Uber die
Zugabe von Kryoschutzmitteln sowie
das Einfrieren bis zu den Kryotanks
und der Entwicklung industriell skalier-
ter KryogroB3banken die technologi-
schen und biophysikalischen Voraus-
setzungen fir eine sichere und erwei-
terungsfahige Kryobiotechnologie zu
schaffen.

Kernelemente der Fraunhofer-Kryo-
technologie des IBMT sind miniaturi-
sierte und im tiefgekdhlten Zustand
fraktionierbare Kryosubstrate in fester
Verbindung mit einem elektronischen
Speicherchip, in dem neben einer
Kennnummer der gesamte Umfang
der Probenbeschreibung, die Rechtsla-
ge, die benutzten Datenformate bis
hin zu Literaturdaten und Bildserien



> 1Mo

Bei tiefen Temperaturen fraktionier- und stapelbares Well-Substrat mit tieftemperaturtauglichem elektronischen Memory-Chip fur die Datenablage an der Probe.

gespeichert werden kénnen. Die Ver-
wechslungssicherheit und Versand-
fahigkeit von Proben sind ebenso opti-
miert, wie die automatische Aktualisie-
rung der zentralen Datenbank in ihrem
Abgleich mit den dezentral in den
Kryotanks befindlichen elektronischen
Memory-Chips. Hinzu kommt der
Schutz der Proben und der Tanks vor
Vereisung und FremdeinflUssen.

Zur Demonstration der technologi-
schen Entwicklungen, zur Anlage von
Kryoprobensammlungen aus allen
Bereichen der Forschung und Wirt-
schaft sowie zur Automatisierung, wie
sie in KryogroBBbanken erforderlich sein
wird, wurde eine der gréBten For-
schungskryobanken in Sulzbach im
Saarland gebaut. In ihr kdnnen seit
Mitte 2003 auf einer Flache von mehr
als 1 200 m? bis zu 150 Kryobehalter
eines Fassungsvermogens von jeweils

1 400 | installiert und der Betrieb nach
modernsten Lagerkriterien demons-
triert werden. In verschiedene Kryo-
bankabschnitte unterteilt, bietet die
Demonstrationsbank Raum fur die
Anlage verschiedener Teilbankbereiche,

Zelle des Immunsystems auf einem Substrat adhariert, wie sie fur die Zelltherapien der zukinftigen Medizin vorrétig
gehalten werden mussen (Foto H. Zimmermann & A. Katsen-Globa).

von einer Hochsicherheitsbank bis zu
Kleinbanken, wie sie in biologischen
Laboren und kleineren medizinischen
Einrichtungen auftreten und benétigt
werden.

Am Fraunhofer IBMT werden Kryoban-
ken nach Vorgabe der Kunden und
Bestimmung entworfen und mit den
Auftraggebern realisiert, die fur alle
Belange der Biotechnologie und Medi-
zin geeignet sind. Eine weltweite
Grundungswelle von Kryobanken
unterschiedlichster Bestimmung ist zu
erkennen und bestatigt die eingeschla-
gene Forschungs- und Entwicklungs-
strategie bereits.

Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik 5



Drehstapel-Hybridsystem aus Silizium und beschichtetem Polyethylen fur die miniaturisierte Kryokonservierung zur
Ablage einzelner bis zu einigen tausend Zellen pro Well.
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Zahl der registrierten kommerziellen Nabelschnur-
blutbanken seit 1992.
(Quelle:http://www.parentsguidecordblood.com)
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Das vorliegende Heft dient der Infor-
mation und Verbreitung der Kryotech-
nologie, wie sie in der Fraunhofer-
Gesellschaft am IBMT in St. Ingbert
und Sulzbach entwickelt wird und
nunmehr flr wissenschaftliche, 6ffent-
liche und industrielle Nutzer zur Verfi-
gung steht. Potenziellen Anwendern
und Forschungspartnern wollen wir in
stark zusammengefasster Form den
Stand und die Perspektiven, in jedem
Fall aber die Bedeutung und Maéglich-
keiten der Kryobiotechnologie vor
Augen fuhren. Wir wirden uns freuen,
wenn Sie Kontakt zu unserer Einrich-
tung aufnehmen wirden und stehen
mit Experten zur Lésung lhrer Proble-
me zur Verflgung.

et S —

Prof. Dr. GUnter R. Fuhr
Direktor



Kryotechnologie am IBMT —

Neue technologische Lésungen fiur die Kryokonservierung
in der Biotechnologie und Medizin

Am Standort Sulzbach, IndustriestraBe
5, einem Teil des Fraunhofer-Instituts
fUr Biomedizinische Technik (IBMT),
wurde am 9. September 2003 durch
den Ministerprasidenten des Saarlan-
des, Herrn Peter Miller, den Prasiden-
ten der Fraunhofer-Gesellschaft, Herrn
Professor Hans-Jorg Bullinger, im Bei-
sein des Bundesministeriums fur Bil-
dung, Wissenschaft und Forschung auf
Initiative des Wirtschaftsministeriums
des Saarlandes und der Fraunhofer-
Gesellschaft die Kryoforschungsbank
mit angegliedertem Zentrum fir Kryo-
biotechnologie (eurocryoSaar) in
Betrieb genommen. An diesem
Industriestandort soll in den nachsten
Jahren ein neuer Zweig der Biotechno-
logie etabliert werden, der als Tieftem-
peraturbiotechnologie bezeichnet wer-
den kann.

Geplant und errichtet wurde eine der
modernsten Kryobanken fir biologi-
sche, landwirtschaftliche und medizini-
sche Proben, wie Zellsuspensionen,
Einzelzellen und Gewebeproben,
humanen, tierischen sowie pflanzli-
chen und bakteriellen Ursprungs, ver-
knlpft mit einer fur diese Zwecke
neuartigen Datenbank, flankiert durch
modernste Laboratorien, in denen
neue Techniken und Verfahren der
molekularen und zellularen Kryokon-
servierung entwickelt, erprobt und
industriell umgesetzt werden. Das For-
schungsvorhaben entspricht nicht nur
dem wissenschaftspolitischen Auftrag
der Fraunhofer-Gesellschaft, neue
Technologiefelder vorzubereiten und
industriell nutzbar zu machen, sondern
auch dem Bestreben der Saarlandi-
schen Regierung, die Biotechnologie
und in deren Folge eine ortsansassige
Biotechnologieindustrie zu beférdern.

Die Frage, wozu diese Technologien
benotigt werden, lasst sich folgender-
malen beantworten:

Zum einen laufen alle Lebensprozesse
unaufhaltbar auf molekularer und zel-
luldrer Ebene ab. Alles verandert sich
im biologischen System und altert
dabei. Eine Grundvoraussetzung fur
eine robuste und industriell umsetzba-
re Biotechnologie wird deshalb die Ent-
wicklung von Prinzipien sein, die
geeignet sind, diese Vorgange befristet
und kontrolliert anzuhalten, d.h. die
Zwischenlagerung und massenhafte
Verflgbarhaltung von lebenden Zellen
der unterschiedlichsten Herkunft, als
auch die Fixierung kinstlich und natar-
lich eingestellter Zellzustande zu
ermaoglichen. Zum anderen greift der
Mensch mit der Erforschung des eige-
nen Genoms, Uber molekularbiologi-
sche Pharmaentwicklungen, die zel-
luldre Medizin und die Biotechnologie
in vollig neuartiger Weise in die Natur
ein, deren Bestandteil er selbst ist. Eine
der Grundregeln muss deshalb lauten,
von allem, bevor es verandert wird,
eine Sicherheitskopie abzulegen, damit
spater durch uns oder nachfolgende
Generationen retrospektiv nachvollzo-
gen werden kann, worin die Ursprin-
ge bestanden und was in welchen
Schritten verandert wurde. Es ist des-
halb ein Gebot der Logik und eine
Pflicht gegentber der Gesellschaft,
frihzeitig Referenzbanken und Master-
Zellbénke fur alle Bereiche der Lebens-
wissenschaften anzulegen.

Des Weiteren wird die Medizin der
nachsten Dekaden und der Zukunft
mit hoher Wahrscheinlichkeit nach
Prinzipien heilen, wie wir sie vom
intakten Immunsystem bereits heute
kennen, d.h. Uber makromolekulare
Wechselwirkungen und spezifische,
hochgenau agierende Zellen. Es
erscheint realistisch, Tumore in Zukunft
durch speziell modifizierte, im guinstigs-
ten Fall korpereigene Zellen zu
bekampfen und physiologisch abzu-
bauen. Es kdnnte deshalb in Kurze der
Fall sein, dass viele Blrger unseres Lan-

Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik 7/



Klassisches Kryorohrchen fur Zellsuspensionen (etwa
OriginalgroBe).

des auf freiwilliger Basis einmalig oder
regelmaBig korpereigene Zellen hinter-
legen wollen, auf die zu gegebener
Zeit auch im Rahmen eines Generatio-
nenvertrages, in 10, 20, 40 oder gar
80 Jahren, zuriickgegriffen werden
kann und mit denen eine medizinische
Behandlung erfolgt, von der wir heute
noch keine vollstandige Vorstellung
entwickeln kénnen.

Die einzige Technologie, die sofort
Losungen fir die genannten Felder
anbietet, ist die Kryokonservierung.
Dieses in seinen Grundprinzipien ent-
wickelte Gebiet der Zellaufbewahrung
ist bereits Bestandteil sehr vieler medi-
zinischer, biotechnologischer und phar-
mazeutischer Einrichtungen, jedoch
technisch, logistisch und kapazitiv
nicht fir den massenhaften Probenan-
fall geriistet. Betrachtet man beispiel-
haft einmal nur den diagnostisch-the-
rapeutischen Teil der Medizin und
nimmt an, dass jeder fiinfte Burger
Deutschlands ein Zelldepot aus 50 Ein-
zelproben einer GréBe von wenigen
Kubikmillimetern fur die Zukunft anle-
gen mochte, so entspricht das bei 80
Millionen Deutschen einer Menge von
800 Millionen Proben.

Zurzeit erfolgt die Probenablage in 2
bis 10 cm langen Plastikréhrchen oder
-beuteln, die in 1 bis 2 m groBen Kryo-
behéltern gelagert werden. Wollte
man 800 Millionen Proben im Zeitraum
von 5 Jahren ablegen (und das ist
wahrscheinlich noch niedrig gegriffen),
so bendtigte man bei Beibehaltung der
Plastikréhrchentechnik eine Lager-
flache von mehreren Quadratkilome-
tern und auf dieser einige Tausend

8  Fraunhofer-Institut fir Biomedizinische Technik

etwa 2 m hohe Kryobehalter, die mit
flussigem Stickstoff als KuhImittel per-
manent zu versorgen waren, was
weder technisch noch finanziell
umsetzbar ist. Zu rechnen ist mit noch
10- bis 100-mal hoheren Probenzah-
len, da hier nur die medizinische
Anwendung und nicht die Proben der
Biotechnologie- und Pharmaindustrie,
Veterinarmedizin, Landwirtschaft und
des Lebensmittelbereiches berlcksich-
tigt wurden.

Es ist also unabdingbar, neue Wege
und Lésungen der Kryolagerhaltung zu
suchen und kurzfristig umzusetzen.
Einer der Ansatze des Fraunhofer-Insti-
tuts fUr Biomedizinische Technik basiert
auf der Miniaturisierung, da sich die
Frage stellt, ob die Proben wirklich im
Milliliter-Bereich liegen mUssen. Wenn
man berUcksichtigt, dass fur geneti-
sche Nachweise bereits heute einige
hundert, in bestimmten Féallen nur eine
einzige Zelle genligt und spater die
Zahl der Zellen tber In-vitro-Vermeh-
rung ohnehin expandiert werden
muss, bendtigt man die groBen Volu-
mina fir viele Anwendungen nicht.

Fur die gleiche Probenmenge, fir die
gerade noch eine quadratkilometer-
groBe Flache bendtigt wurde, reicht
bei reduzierter ProbengréBe eine Halle
von 30 m x 50 m aus, wie sie am
Standort Sulzbach zur Verfiigung

steht. Mehr noch, in Zukunft werden,
wie bereits erlautert, fur viele Zwecke
(z.B. der Analytik oder Diagnostik) nur
wenige Zellen erforderlich sein. In
langjahriger Vorarbeit hat das Fraunho-
fer IBMT die notwendigen Basistechno-
logien nunmehr entwickelt und zum
Patent angemeldet, so dass mit der
Umsetzung in industriellem MaBstab
und einer Nutzung fur die Forschung,
den Verbraucher- und Umweltschutz
sowie die Medizin begonnen werden
kann.

Die Ablage von Proben mittels neuer
Kryotechnologien ist es jedoch nicht
allein, die am Standort Sulzbach
erfolgt. Im tiefgekUhlten Zustand lasst
sich mit den Zellen noch weitaus mehr
anfangen. Sie sind zu Festkdrpern
erstarrt und als solche in vieler Hinsicht
robuster als Zellen bei Normaltempera-
tur. Sie lassen sich auch bei Temperatu-
ren weit unter dem Gefrierpunkt mit
vielen gangigen Verfahren vermessen,
sortieren und hochprazise manipulie-
ren. Genau das konnte in einem
bereits abgeschlossenen Forschungs-
projekt des Bundesministeriums fir Bil-
dung und Forschung von Wissen-
schaftlern und Technikern des IBMT
belegt werden.

Was fur die weitere Entwicklung dieses
neuen Biotechnologiezweiges bendtigt
wird, ist vor allem Technologieerfah-
rung, wie sie in der Fraunhofer-Gesell-
schaft und insbesondere im Bereich
der Life Sciences am Fraunhofer-Insti-
tut fur Biomedizinische Technik vor-
liegt. Hervorzuheben ist gleichermalen
die Mikrosystemtechnik-Kompetenz
und der Einstieg in die Nanobiotechno-
logie am IBMT. Des Weiteren ist eine
hochkaréatige Bioinformatik erforder-
lich, um die Fulle der Daten effektiv
und sicher zu verwalten, und deren
wissenschaftliche Inhalte rasch und
kontrolliert weltweit Uber Jahrzehnte
lesbar und verfliigbar zu machen. Auch
auf diesem Gebiet ist das Saarland
inzwischen auf dem besten Weg in
Deutschland und international eine
fihrende Position einzunehmen. Hinzu
kommt die medizinische Anbindung
und Relevanz der Forschung, die eben-
falls in hervorragender Auspragung am
Universitatsstandort Homburg vertre-
ten ist. Flankiert wird dies von einem
sehr aufgeschlossenen interdiszi-
plinaren Feld der Ingenieurwissen-
schaften, Humanbiologie, Chemie,
Physik, Mathematik und Pharmazie an
den universitaren und auBeruniver-
sitaren Forschungseinrichtungen der
Saar-Lor-Lux-Region. Nicht zuletzt wird
ein entwicklungsfahiger Standort



Bio-Informations-
technologie

Tieftemperatur-
Elektronik

Datenbanken — 50 bis —200 °C

Zellulare
Kryobiologie

Kryosubstrate
Nanobiotechnologie
Mikrosystemtechnik

Neue Forschungsfelder

bendtigt, der schrittweise ausgebaut
werden kann. Diese Randbedingungen
erflllt das Saarland und Sulzbach/

St. Ingbert mit einem Industriegeldnde
und der Moglichkeit der Ausgriindung
und Ansiedlung von Start-up-Firmen in
bestmaoglicher Auspragung.

Das Feld der visionar entwickelten
Kryobiotechnologie basiert auf den
langjahrigen Erfahrungen des Fraunho-
fer IBMT im biomedizinischen Bereich
sowie der breit gefacherten Grundla-
gen- und Anwendungsforschung in
den Biowissenschaften. Das Saarland
und die Fraunhofer-Gesellschaft nut-
zen mit der Griindung der Kryofor-
schungsbank eurocryoSaar die Chan-
ce, dieses international noch nicht
besetzte Forschungs- und Wirtschafts-
feld fruihzeitig zu gestalten. Ein For-
schungsvorhaben dieser GroBe und

Service

Konstruktion

Industrielle Applikation /

Dienstleistung

Kryobankdesign

SAAR

UROCRYO

Mikrosystembasierte Zellbank im Saarland

far Kliniken, Startups, medizinische
und industrielle Zwecke

Ausrichtung kann von der Fraunhofer-
Gesellschaft nicht allein, sondern nur
in enger Abstimmung mit einem Bun-
desland und auf Bundesebene initiiert
werden. Das IBMT steht in engem
Kontakt zu den Instituten des Life
Science-Verbundes der Fraunhofer-
Gesellschaft, insbesondere zum Fraun-
hofer IME mit langjahrigen Erfahrun-
gen mit der Umweltbundesbank in
Schmallenberg, die ebenfalls eine
Kryobank moderner Auspragung ist.

Die Griindung der »Kryoforschungs-
bank mit angeschlossenem Zentrum
flr Kryobiotechnologie«
eurocryoSaar ist somit der Grund-
stock und der Beginn fir eine weitere
saarlandspezifische Initiative im Feld
der Bio- und Ingenieurwissenschaften.

Forschung

Kryomechanik
Kryorobotik

Kryogeratebau

Felder der Kryo(bio)technologie
am Fraunhofer IBMT.

Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik
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Grundlagenforschung zur Kryokonservierung —
Von der Kryobiologie zur Kryotechnologie

Bartierchen im Mikroskop.

&

Bartierchen (Tardigradus spec.). Oben: von der Seite,
Lange: 0,9 mm; Unten eingekreist: Dauerform, Lange:
0,3 mm, (sog. Ténnchenstadium) kann groBe Hitze
sowie Kalte ohne Zugabe von Kryoprotektiva tber-
stehen (Fotos: Dr. T. Fixemer, IBMT).
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Die Natur bietet fur viele Fragestellun-
gen der Kryotechnologie unterschiedli-
che Lésungsansatze. So zeigt die Evo-
lution mehrere Méglichkeiten der
Natur, das Leben auch unter ungunsti-
gen Umstdnden aufrecht zu erhalten
und sogar zur Vermehrung zu bringen.
Uberlebensstrategien wurden von
einer Vielzahl von Organismen ent-
wickelt, um langen Kalteperioden oder
extremer Hitze widerstehen zu kon-
nen. Der kryobiologische Rekord wird
bislang von Bakterien gehalten. Diese
Einzeller konnen nicht nur unter extre-
men Bedingungen leben, nahezu voll-
standig austrocknen, sondern auch aus
dem Zustand des Tiefgefrorenseins
wieder zum Leben erwachen. In Sibiri-
en fanden Wissenschaftler viele Meter
unter der Erdoberflache Bakterien, die
in einem mindestens drei Millionen
Jahre wahrenden Permafrosthorizont
von —10 °C eingefroren gewesen sein
sollen. Nach einigen Stunden in der
Waérme (ca. 37 °C) sollen sie sich wie-
der geteilt und vermehrt haben.

Das Problem fiir Bewohner extrem kal-
ter Habitate besteht darin, dass Lebe-
wesen zum GroBteil aus Wasser beste-
hen, das bei Kalte zu Kristallen gefriert,
die irreparable Entmischungen und
Zerstorungen im Zellinneren anrichten
(vgl. Kapitel Molekulare Prozesse beim
Einfrieren von Zellen). Wéhrend daher
Saugetiere im Hochgebirge nur mit
dichtem Winterfell, d.h. thermisch gut
isoliert Uberleben, springt der Glet-
scherfloh agil im Innern von Schnee-
und Eismassen umher. Das nur gerade
1,5 mm groBe Urinsekt ist perfekt an
seinen extremen Lebensraum ange-
passt. Seine Korperflissigkeit enthalt
diverse Zuckerarten, die den Gefrier-
punkt erniedrigen und Vorbilder fir
die Gefrierschutzmittel der Kryobiolo-
gie abgeben. Bei starker Kalte wird
auBerdem der Magen entleert, damit
sich an den Feststoffen kein Eiskristall-
wachstum einstellen kann. Spezielle
Proteine vervollkommnen seine Kal-
teanpassung, indem entstehende Eis-
kristallkeime sofort molekular einge-
packt werden und somit das Kristall-
wachstum gestoppt bzw. gesteuert
wird. Mit diesen Schutzmechanismen
ist es dem Gletscherfloh moglich,
unterhalb seiner Vorzugstemperatur
von ca. 0 °C, Temperaturen bis zu

—16 °C in aktivem Zustand zu Uberdau-
ern; in Ausnahmefallen und bei
langsamer Anpassung Uberlebt er
sogar Temperaturen bis unter —25 °C.

Eine vollig andere Strategie hat die
Puppe des Schwalbenschwanzes, einer
auch in Mitteleuropa beheimateten
Schmetterlingsart, realisiert. Dank des
klassischen Frostschutzmittels Glycerin
Ubersteht sie in eingefrorenem Zustand
Temperaturen bis zu =30 °C. Der
Schutzeffekt des dreiwertigen Alkohols
Glycerin beruht auf der Tatsache, dass
Eiskristalle, die in hohen Glycerinkon-
zentrationen wachsen, kleiner und in
der Form ginstiger fur Zellen sind, so
dass Zytoplasmastrukturen nicht zer-
stort werden. Neben Glycerin und den
»lcenucleating-Proteins« nutzen einige
Tiere auch die oben erwdhnten



Zuckerverbindungen wie Trehalose,
Glukose und Fruktose, um das Einfrie-
ren zu steuern und die Form der ent-
stehenden Eiskristalle zu beeinflussen.
Gerade die im Mittel 0,3 bis 1 mm lan-
gen moosbewohnenden Bartierchen
(wiss. Name Tardigradus = Langsamge-
her, engl. water bear) ersetzen das
Wasser im Korperinneren durch Treha-
lose, so dass der Feuchtigkeitsgehalt
auf bis zu 2% gesenkt werden kann.
In diesem ausgetrockneten Zustand
kdnnen die Tiere jahrelang Hitze- und
Kalteperioden Uberstehen.

Fische in der Antarktis schitzen sich
ahnlich wie die bereits beschriebenen
Frosche Alaskas vor der Kalte mit
zuckerhaltigen Glycoproteinen, die die
Eisbildung in den Zellen verhindern.
Wie die meisten gefriertoleranten Tiere
senken auch die Fische wahrend des
Eingefrorenseins ihren Stoffwechsel
radikal ab. Herz und Kreislauf stehen
im Extremfall sogar ganz still, nur
innerhalb der Gewebe wird ein schwa-
cher Stoffwechsel mit Hilfe von Starke-
reserven aufrechterhalten. Auf diese
Weise konnen sie tiefgekUhlt Tempera-
turen bis =7 °C schadlos Uberstehen,
die nordamerikanische Gallmucke
Eurosta solidaginis sogar bis =50 °C bei
65% gefrorener Korperflussigkeit.
Ganz gefrieren konnen all diese Tiere,
wie bereits ausgeflhrt, lebend jedoch
nicht.

Bei einigen eisbewohnenden Kieselal-
gen fand man heraus, dass die Algen-
zellen eine 50-mal hohere Konzentrati-
on an bestimmten Aminosduren ent-
halten, als es normalerweise der Fall
ist. Diese Molekdle schiitzen ebenfalls
die Zellstrukturen und fungieren als
Frostschutzmittel. In anderen Organis-
men Ubernehmen anorganische lonen
diese Funktion.

~ Neur.
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ca.8000- 16000

Friihe embryonale Zellstadien, wie sie in der Reproduktionsmedizin als Embryonen bezeichnet werden. Es handelt sich
dabei nicht um ausdifferenziertes Gewebe oder Foten mit einem Blutkreislauf und einem ausgebildeten Nerven-

system. Letztere lassen sich bislang nicht kryokonservieren.

(Foto mit freundlicher Genehmigung: Dr. Jan Meyer (www.meyweb.ch/froschnetz/)
Die Abbildungen zeigen die frihen Entwicklungsstadien eines Froschembryos: 1 = eine befruchtete Eizelle;
2 = Zweizellstadium; 4 = Vierzellstadium; 8 = Achtzellstadium; 16 = 16-Zellstadium; 8 000-16 000 Zellstadium =

Blastula; Neur. = Neurulation - Entstehung der Neuralleiste.

Neben den niedrigen Temperaturen
stellt ein hoher Salzgehalt harte Anfor-
derungen an Bewohner des Meereises.
Das Meereis selbst hat einen geringe-
ren Salzgehalt als das Meerwasser, da
es beim Gefrieren ausstBt. Die aktiven
eisbewohnenden Organismen halten
sich in den wenige Millimeter groBen
Laugenkanalen des Eises auf, in denen
die Salzkonzentrationen ungleich
hoher sind. Enthalt Meerwasser bis zu
39 Promille Salz, so betragt der Salzge-
halt in den Kanalen bis zu 70 Promille,
wenn die Temperaturen sehr niedrig
sind, sogar bis zu 150 Promille. Die Eis-
organismen mussen also bis zu viermal
mehr Salz als im Meerwasser tolerie-
ren. Dazu erhdhen sie das osmotische
Potenzial ihrer Zellen zur Vermeidung
einer massiven Dehydrierung.

All diese Varianten der Natur werden
in der In-vitro-Kryotechnologie seit lan-
gem kopiert und modifiziert. Nach der
revolutionierenden Entdeckung der
Gefrierschutzeigenschaften des Glyce-
rins vor Uber 50 Jahren (POLGE et al.
1949), versuchten Wissenschaftler mit

tiefgefrorenem Sperma von Bullen
oder anderen Nutztieren vergleichbare
Fruchtbarkeitsresultate zu erzielen, wie
man sie bei den Befruchtungen mit
frisch Ubertragenem Sperma erhalt.
Heute wird die Kryokonservierung von
Sperma und/oder Embryonen im Rah-
men des Embryotransfers in der Rin-
derzucht routinemaBig angewendet.
1998 wurden bereits mehr als 50%
aller gewonnenen Rinderembryonen
(darunter sind nicht Feten zu verste-
hen, sondern aus einer oder wenigen
Zellen bestehende Frihformen des
Embryos) nach Tiefgefrierkonservie-
rung Ubertragen (THIBIER 1999). Ziel
der Kryokonservierung ist dabei die
unbefristete Lagerung der Embryonen,
ohne die Entwicklungsfahigkeit nach
dem Auftauen zu beeintrachtigen.
Besonders kritische Phasen fur das
Uberleben der Einzell- oder Mehrzell-
Embryonen sind das Einfrieren und das
Auftauen mit dem anschlieBenden
Auswaschen des Gefrierschutzmittels.

Fraunhofer-Institut fiir Biomedizinische Technik 11
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Bereits 1953 gelang die erste Schwan-
gerschaft einer Frau nach einer
Befruchtung mit kryokonserviertem
Sperma. Vergleichsweise einfach stellt
sich heute die Konservierung der rela-
tiv widerstandsfahigen Spermien dar.
Die Protokolle, nach denen Reproduk-
tionszentren beim Konservieren von
Sperma derzeit arbeiten, weichen nur
noch in Details voneinander ab - etwa
darin, welches Gefrierschutzmittel man
dem Ejakulat hinzugibt und wie schnell
mit flussigem Stickstoff auf unter

—150 °C abgekuhlt und spater wieder
aufgetaut wird. Mit der sorgfaltig
getesteten GefrierflUssigkeit ist die
Kryokonservierung eine sehr erfolgrei-
che Alternative fir Menschen, deren
Fruchtbarkeit gefahrdet ist.

12  Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik

Im Jahre 1971 gelang die erste erfolg-
reiche Kryokonservierung von Mau-
seembryonen (WHITTINGHAM 1971),
und zwei Jahre spater wurde das erste
lebende Kalb nach Transfer eines tief-
gefrorenen Rinderembryos geboren
(WILMUT u. ROWSON 1973). Von
einer praktischen Anwendung war
man zu diesem Zeitpunkt jedoch noch
weit entfernt. Viele grundlegende
Arbeiten zur Kryokonservierung von
Mauseembryonen haben in der Zwi-
schenzeit wichtige Hinweise zur Ent-
wicklung eines praxisnahen Tiefgefrier-
verfahrens geliefert (WHITTINGHAM
1980).

Fast 25 Jahre nach der Geburt des
ersten Retortenbabys, Louise Brown,
am 25. Juli 1978 in Oldham sind sol-
che Behandlungen reine Routine.
Allein in der Schweiz wurden seit
1993, der Einflhrung einer genauen
Erfassung durch das Nationale Register
FIVNAT-CH, rund 3 000 Kinder mit Hilfe
der Reproduktionsmedizin geboren.

Die Idee, Zellen und Gewebe vorsorg-
lich aufzubewahren, ist nicht neu.
Bereits 1975 begann Kurt Benirschke,
Wissenschaftler und heutiger Vize-Pra-
sident des San Diego Zoos, eine DNA-
Bank mit Gewebeproben vom Ausster-
ben bedrohter Tiere anzulegen. »Ich
mochte die internationale Gemein-
schaft liebend gerne dazu anregen, so
viele Zellen wie méglich von so vielen
Tieren wie mdglich zu sichern«, erklart
Benirschke begeistert. Mit Uber 4 300
Zelllinien verschiedener Individuen, die
von 370 Arten und Unterarten vorwie-
gend vom Aussterben bedrohter Tiere
stammen, unterhalt Benirschkes Team
am Center for Reproduction of Endan-
gered Species (CRES) des San Diego
Zoos die weltweit groBte DNA-Bank
dieser Art, inzwischen eine wertvolle
Bioressource. Durch die Ablage von
Stammzellen, ggf. adulte und embryo-
nale, lasst sich der Wert dieser Ablagen
durch die Depothaltung von Lebend-
material noch weiter erhéhen.
Gemeinsam mit dem Neunkircher Zoo-
park wird am Fraunhofer IBMT gegen-
wartig eine derartige Pilotsammlung
von Stammgzellen seltener Tierarten
angelegt.

1984 wurde zum ersten Mal in Austra-
lien ein gesundes Madchen geboren,
das aus einem tiefgefrorenen Embryo
entstand. Viele Lander erlauben seit-
dem die so genannte Kryokonservie-
rung in friihen Embryonalstadien nach
einer In-vitro-Fertilisation (IVF). Der
Vorteil: Bleibt der erste Versuch einer
Schwangerschaft erfolglos, kénnen die
Frauen in der Folge auf tiefgefrorene
Embryonen zurtickgreifen, was die Pro-
zedur erheblich vereinfacht - und die
Kosten der Behandlung senkt. Uberall
auf der Welt kommt heute keines der
Zentren, in denen die IVF angeboten
wird, ohne »Kuhltruhe« und ohne flus-
sigen Stickstoff aus. Der Reprodukti-
onsmediziner Martin Birkhauser vom
Inselspital in Bern: »Ohne Kryokonser-
vierung ware die IVF zwar denkbar,
aber die Erfolgsaussichten waren
schlechter«. Dies dirfte fur viele Berei-



che der zukuinftigen Biotechnologie
und Medizin zutreffen.

Neue Kryolosungen und Prozeduren:

Nach dem Embryonenschutzgesetz
durfen allerdings auch in der Schweiz
wie in Deutschland keine menschlichen
Embryonen mehr tiefgefroren aufbe-
wahrt werden. Gesetzlich erlaubt ist
lediglich die Kryokonservierung von
befruchteten Eizellen im Vorkernstadi-
um. Die Samenzelle ist in diesem Stadi-
um zwar schon in die Eizelle einge-
drungen, das Erbgut beider Keimzellen
jedoch noch nicht miteinander ver-
schmolzen.

Warum Proben emnineren und micht nur Daten sammeln”

Lo .".-nl

- retrospektive Analvse maghch

Ein Ausweg liegt im Lagern von unbe-
fruchteten Eizellen. Leider Uberleben
unbefruchtete Eizellen eine Kryokon-
servierung bisher nur schlecht. Insge-
samt gelang es bis 1998 weltweit nur
achtmal, Schwangerschaften mit sol-
chen Eizellen zu erzielen - vier davon
endeten mit vorzeitigem Abort. Das
Risiko, dass die Kinder Missbildungen
aufweisen, ist zzt. noch hoch. Als ein-
ziges Zentrum in der Schweiz bietet
das Zuricher Universitatsspital an, von
Frauen Gewebeproben der Eierstocke
einzufrieren. Damit aus dem kryokon-
servierten Gewebe reife Eizellen ent-
stehen, muss es der behandelten Frau
erneut ricktransplantiert werden.
Frauen, denen wegen einer Operation,
einer Chemo- oder Strahlentherapie
der Verlust der Fruchtbarkeit droht,
sollen so in Zukunft die Option erhal-
ten, sich spater dennoch einen Kinder-
wunsch erfillen zu kénnen.

Doch die Transplantation von gespen-
deten Eierstocken gilt nur als erster
Schritt: Das Ziel der Mediziner ist die
Lebendkonservierung von Eizellen im
Gewebeverband. Weltweit forschen
Wissenschaftler, wie sie Eierstocke
schitzen, aufbewahren oder ersetzen
kénnen. Besonders junge Krebspatien-
tinnen, deren Eierstdcke als Nebenwir-

- Reamimation und Vermehrung
- unveriindertes lebendes Materal

- Bioressourcen der Zukunii
- Back up der Uimwelt

kung einer Chemotherapie oder
Bestrahlung geschadigt oder zerstort
wurden, kénnten davon profitieren.

Der Kryobiologie, der Wissenschaft
vom Verhalten der Lebewesen und
ihrer Bestandteile bei niedrigen Tempe-
raturen, ist es zu verdanken, dass wir
heute den Prozess der Kryokonservie-
rung soweit kontrollieren kénnen, dass
einerseits der Schaden, den die Zellen
erleiden, auf ein Minimum beschrankt
bleibt, und andererseits die Wiederver-
wendbarkeit stark verbessert ist. Als
obligat hat sich der Temperaturbereich
unter —130 °C herausgestellt. Eine
Langzeitlagerung bei ca. =150 °C in
der Gasphase des flssigen Stickstoffs
scheint nach heutigem Ermessen
sicher. Auch direkt im flissigen Stick-
stoff (LN,) kédnnen Proben in vollstan-
diger Umhillung abgelegt werden, wie
einige Nabelschnurblutbanken zeigen.

10 000 Fellen m 1B mm

11 S5 -Fach redundamnie [afonesionesahlogs

Doch vieles ist empirischer Natur und
nur bedingt als optimiert zu betrach-
ten. Mehr und mehr entwickelt sich
die Kryobiophysik zu einer eigenstandi-
gen wissenschaftlichen Disziplin, die
systematisch die Prozesse der Abkth-
lung und Erwédrmung erforscht.

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse
versucht man seit einiger Zeit nicht nur
Zellen oder Zellsuspensionen, sondern
auch ganze Organe einzufrieren, um
sie bei Bedarf fur Transplantationen
verwenden zu kdnnen. Es wurden
bereits Experimente mit Rattenlebern
durchgefihrt, die man mit dem Anti-
frostprotein der Fische und Glycerol
behandelte und die nach dem Auftau-
en und Auswaschen noch wesentliche
Elemente der natdrlichen Funktion auf-
wiesen. Jetzt sollen sie in Ratten trans-
plantiert werden. Knochen, Sehnen,
Bander oder Haut, gewonnen aus
Gewebespenden, bilden die Grundlage
flr »Reparaturarbeiten«, die Leben
erhalten und Defekte beseitigen sollen.
Tumorpatienten, an denen beispiels-
weise Amputationen vorgenommen
werden mussten, kénnte mit biologi-
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schen Transplantaten viel besser und
nachhaltiger geholfen werden, als dies
synthetische Hilfsmittel je vermogen.
Bisher gelingt die reversible Kryokon-
servierung von Organen, ja selbst
groBerer Gewebestlicke, noch nicht.

In letzter Zeit sind Blutstammzellen
(und Knochenmarkstammzellen) in den
Blickpunkt der Kryokonservierung
gerlckt, da diese sich ohne Gefrierla-
gerung nicht langer als ein paar Stun-
den oder Tage lagern lassen bzw. unter
aufwendigen Bedingungen und nicht
immer erfolgreich permanent kultiviert
werden mussten. Gegenwartig werden
diese sehr raren Zellen in Teflonbeu-
teln, die verschweiBt und dann tiefge-
kahlt werden, abgelegt. Die beste
Lagerung wird wiederum bei ca.

—150 °C in der Gasphase des flussigen
Stickstoffs oder direkt in der Flissig-
phase erreicht. Auch hierbei wird den
Zellen ein Gefrierschutzmittel zugege-
ben.

Nach Jahrzehnten im Kryotank sind
Zellsuspensionen und Einzelzellen bzw.
Stammzellen aus dem Nabelschnurblut
von Neugeborenen noch lebensfahig.
Die Zellen beginnen sich nach dem
Auftauen zu vermehren und kénnen
auch in Versuchstieren funktionell ein-
gebaut werden. Daher sind kryokon-
servierte Zellen vermutlich auch kli-
nisch nutzbar. Mit den im Nabel-
schnurblut enthaltenen Stammzellen
sollen kiinftig Tumoren und Immun-
schwachekrankheiten behandelt, ggf.
sogar Gewebe regeneriert werden.
Inwieweit die Kryoprotokolle diesbe-
zlglich nochmals geprift und opti-
miert werden massen, ist bisher offen
und ein Forschungsfeld der nachsten
Jahre auch am IBMT. Dies alles erfor-
dert effektive und auf die biologischen
Objekte abgestimmte Gerdtesysteme
und Verfahren.
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Die groBe Zeit der Kryotechnologie
steht daher noch vor uns. Die aufstre-
bende Biotechnologie in Kombination
mit der zellbasierten Medizin wird in
groBem Umfang und hochparallel die
Ablage von Proben erfordern. Bedenkt
man, dass mehr als 100 000 tierische
oder menschliche Zellen in einem
Losungstropfen von nur einem Milli-
meter Durchmesser Platz haben, so
bietet sich angesichts der immer emp-
findlicher werdenden Analysetechni-
ken eine hochgradige Miniaturisierung
der Kryosubstrate an. Den neuen
Anforderungen wird man nur entspre-
chen kénnen, wenn dabei ein hohes
Maf an Standardisierung und Automa-
tisierung der Probengewinnung, des
Einfrierens, Ablagerns und der Proben-
handhabung erreicht wird.

Nicht alle Zellen lassen sich gleicher-
mafBen gut einfrieren und die bislang
unvermeidlichen Kryoprotektiva mis-
sen zumindest reduziert werden. Es
erstaunt schon, dass seit Jahrzehnten
nahezu kein Fortschritt bei der Suche
nach biokompatiblen und medizinisch
unkritischen Gefrierschutzmitteln zu
verzeichnen ist. Dies alles sind Felder
der Kryoforschung, wie sie am Fraun-
hofer IBMT seit nunmehr vier Jahren
im Zentrum fur Kryobiotechnologie
und in der Abteilung Kryobiophysik &
Kryotechnologie bearbeitet werden.



Anwendungsfelder der Kryotechnologie —

Beispiel regenerative Medizin

Stammzellen, aber auch Vorlauferzel-
len gehdren wegen ihres enormen Ent-
wicklungspotenzials zu den Hoff-
nungstragern in der Medizin. Insbe-
sondere die autologen, aber auch allo-
genen Zelltherapien sind hierbei von
besonderem Interesse. Sie versprechen
patientenvertragliche und sehr spezifi-
sche Behandlungen bei einer Vielzahl
von Erkrankungen, da die Zellen bei
der autologen Verabreichung genau
aus dem Patienten stammen, in den sie
auch wieder implantiert werden.

Man unterscheidet embryonale und
adulte Stammzellen, d.h. die Quelle
der Stammzellen ist entweder eines
der frithen embryonalen Entwicklungs-
stadien oder der jugendliche bzw.
adulte Organismus. Derartige Stamm-
zellen sind weitgehend oder vollstan-
dig undifferenziert und kénnen sich in
einige, eine Vielzahl oder bei totipo-
tenten Stammzellen in alle der etwa
220 verschiedenen Zelltypen ent-
wickeln, aus denen der Mensch und
die hoheren Tiere bestehen. Die Zahl
der aus dem Organismus gewinnbaren

Entwicklung eines »organoiden Gewebekorpers« (dunkler Bereich im Zentrum) aus Stammzellen einer
adhéarenten In-vitro-Kultur, die aus dem exokrinen Gewebe des Pankreas eines Patienten isoliert wurden.

Stammzellen ist in der Regel (bis auf
wenige Ausnahmen) zu gering fir eine
Charakterisierung, Veranderung und
Ruckfuhrung der Zellen im Rahmen
einer Behandlung. Es werden daher
seit Jahren In-vitro-Verfahren getestet,
die zur méglichst unbegrenzten Ver-
mehrung der Stammzellen auf und in
Nahrmedien geeignet sind. Des Weite-
ren ist die gezielte Differenzierung der
Stammzellen eine Grundvoraussetzung
zur geordneten Erneuerung von
defektem oder gealtertem Gewebe,
wie es das Ziel der regenerativen Medi-
zin ist. Hierzu sind bisher weit mehr als
100 Wachstums- und Differenzierungs-
faktoren bekannt und in der Erpro-
bung. Bisher differenzieren die adulten
Stammzellen noch nicht in der Weise,
z.B. zu Herzmuskel-, Nerven- oder
Bauchspeicheldrisenzellen, wie dies
bei embryonalen Stammzellen der Fall
und wahrend der Embryogenese gut
nachvollziehbar ist. Dennoch werden
standig neue Erkenntnisse bekannt, die
zeigen, dass das Potenzial der adulten
Stammzellen groBer ist, als bisher
angenommen wurde.

Die Medizin sieht derzeit drei Moglich-
keiten Stammzellen zur Regeneration
zu nutzen: 1. Entwicklung eines
Embryos bis zum Blastozystenstadium,
Zellentnahme und Installation einer
embryonalen Stammzellkultur, 2. Aus-
sortieren adulter Stammzellen aus dem
Nabelschnurblut oder Gewebeteilen
des jugendlichen oder erwachsenen
Organismus und 3. Redifferenzierung
bereits spezialisierter Zellen aus dem
Organismus in Stammzellen.

Aus ethischen Grinden wirde man
gerne die Nutzung embryonaler
Stammzellen vermeiden, was keines-
falls bedeuten kann, jedwede embryo-
nale Stammzellforschung zu verbieten.
Die gegenwartige 6ffentliche Debatte
Uber die Situation der Stammzellfor-
schung in Deutschland ist charakterisiert
durch zwei Lager, das der Beflrworter
und das der Gegner der embryonalen
Stammgzellforschung und -nutzung.
Unter den Wissenschaftlern herrscht
nahezu einheitlich die Auffassung, dass
sowohl die embryonale als auch die
adulte Stammzellforschung notwendig

Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik 1 5
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Gewinnung und Anlage von Stammzellkulturen am Beispiel der Ratte, deren
Differenzierung und Kultivierung bis zu »organoiden Gewebekorpern« sowie

Zelltypen aller drei Keimbléatter fihrt.

und zu fordern ist, da man ansonsten
im adulten Bereich nicht Gber die not-
wendigen Vergleiche verfligt. Was die
Nutzung fur therapeutische Zwecke
betrifft, gehen die Meinungen ausein-
ander und mussen komplexe ethisch-
rechtliche Gesichtspunkte berticksichtigt
werden. Das Klonen menschlicher Em-
bryonalzellen ist nach dem Embryonen-
schutzgesetz in Deutschland verboten.

Es steht auBer Frage, dass ethisch-
rechtliche Probleme weitgehend ver-
mieden werden kénnten, wenn sich
die klinische Nutzung auf adulte
Stammzellen oder redifferenzierte Zel-
len beschranken kénnte. Diesem Feld
gilt daher das besondere Engagement
des Fraunhofer IBMT mit seiner exter-
nen Arbeitsgruppe »Zelldifferenzierung
& Zelltechnologie« an der Universitat
zu Libeck und »Biohybride Systeme«
in St. Ingbert sowie »Zellmanipulation«
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an der Humboldt-Universitat zu Berlin
(vgl. hierzu das nachfolgende Kapitel
»Adulte Stammzellisolate aus exokri-
nem Gewebe«).

Bei allen adulten Stammzellen, die bis-
her aus der Blutbahn, dem Knochen-
mark oder einem anderen Gewebe
gewonnen werden, zeigt sich, dass mit
wachsendem Alter auch die Differen-
zierungspotenz und die Vermehrungs-
fahigkeit der gewonnenen Stammzel-
len abnimmt. So konnte in der IBMT-
Arbeitsgruppe »Zelldifferenzierung &
Zelltechnologie« unter der Leitung von
Privatdozent Dr. Charli Kruse in Lubeck
aus Biopsiegewebe des Pankreas eines
74-jahrigen Patienten zwar noch eine
Stammzellkultur Gber funf Passagen
vermehrt werden, die Zellen stellten
dann jedoch ihre Vermehrung ein.
Andere Zellisolate aus dem exokrinen
Pankreas hingegen teilen und vermeh-

ren sich seit mehr als 2 Jahren nun
Uber mehr als 80 Passagen, was ein
Beleg fur eine stabile In-vitro-Kultur ist.
Daraus muss abgeleitet werden, dass
auch die Stammzellen im Korper einem
Alterungsprozess unterworfen sind
und es somit sinnvoll ist, moglichst
jugendliche Stammzellen zu gewinnen
und diese personenbezogen fir einen
spateren Bedarf abzulegen. Dies
schlieBt den Kreis zur Kryokonservie-
rung und begrindet die derzeit welt-
weit im Entstehen befindlichen Nabel-
schnurblutbanken. Es ware eine faszi-
nierende Perspektive, wenn es gelange
die Ziele der regenerativen Medizin
mittels Stammzellen aus dem Nabel-
schnurblut zu realisieren, da dieses bis-
her ungenutzt in ausreichender Menge
(beim Menschen etwa 150 ml) anfallt
und eine der frihesten gut verfigba-
ren Stammzellquellen darstellt. Die
Zahl der Stammzellen ist allerdings fur
einen direkten Einsatz zu gering, so
dass entweder vor der Kryokonservie-
rung oder zum Zeitpunkt einer spate-
ren Nutzung eine In-vitro-Vermehrung
erfolgen muss. Man kann also entwe-
der das Vollblut mit einem Gefrier-
schutzmittel oder besser die daraus
isolierten mononukledren Zellen oder
auch noch weiter fraktioniert Stamm-
zellen fur eine spatere Nutzung able-
gen. Alle drei Varianten bedurfen der
Kryokonservierung und bei den zu
erwartenden Probenzahlen der hier
diskutierten Kryotechnologie.

Von ausschlaggebender Bedeutung fur
die Tieftemperaturlagerung von huma-
nen Stammezellen ist die kontaminati-
onsfreie und verlustfreie Ablage bei
gleichzeitig héchster Uberlebensrate
nach dem Auftauen. Die am IBMT
dafur entwickelten Kryosubstrate bie-
ten zudem den Vorteil einer Teilent-
nahme ohne Erwdrmung des Restbe-
standes bei kleinstmdglichem Volu-
men. Eine regenerative Medizin ohne
Kryobanken mit Lagerzeiten Uber Jahr-
zehnte ist daher nicht denkbar und
praktikabel.



Adulte Stammzellisolate aus exokri-
nem Gewebe aus kryotechnologi-
scher Sicht

Bislang wurden adulte Stammzellen
unter anderem aus dem Knochenmark,
der Leber, dem Gehirn und dem Blut
isoliert. Die IBMT-Arbeitsgruppe »Zell-
differenzierung & Zelltechnologie« an
der Universitat zu LUbeck identifizierte
und publizierte eine alternative und
neue Quelle fur adulte Stammzellen,
die exokrinen Driisen entstammen und
neben ihren Wachstums- und Differen-
zierungseigenschaften sehr gute
Ergebnisse bei der Kryokonservierung
zeigen. Besonders differenzierungs-
freudige Stammzellen wurden aus exo-
krinen Gewebeteilen der Bauchspei-
cheldrise isoliert, die als Stammzell-
quellen bisher nicht in ausreichendem
MaBe berticksichtigt wurden. Die dar-
aus isolierten Zellen zeigen jedoch, wie
nachfolgend erlautert wird, Uberaus
interessante Eigenschaften.

Die aus Ratten, Mausen, aber auch
menschlichem Gewebe isolierten Zel-
len werden seit mehr als 2 Jahren im
Labor gezlchtet und bilden unter
besonderen Bedingungen spontan
gewebedhnliche Zellansammlungen
aus, die als »organoide Gewebekdr-
per« zu bezeichnen sind. Fluoreszenz-
analysen mittels markierter, hochspezi-
fischer Molekdle und hochauflésende
elektronenmikroskopische Schnitte
wiesen darauf hin, dass sich Gewe-
betypen wie man sie in Nerven, Mus-
keln, Knorpeln, Drisen und der Haut
findet herausbilden. Das Besondere an
den Zellen gegeniber anderen adulten
Stammzellkulturen ist ihre gute und
stabile Kultivierbarkeit und ihre hervor-
ragende Kryokonservierbarkeit ohne
EinbuBe der Differenzierungspotenz.
Viele Stammzelllinien &ndern ihr Ver-
halten nach einer Gefrierprozedur, so
dass auch dieser Gesichtspunkt bezlg-
lich eines spateren medizinischen Ein-
satzes berUcksichtigt werden sollte.
lhre spontane Differenzierung im han-
genden Tropfen bis hin zu »organoi-

Aus den Primarkulturen Uber spontane Differenzierung sich entwickelnde Gewebekorper in einer Kulturschale (links)

und im gefarbten Gewebeschnitt (rechts).

AL

Individuelle Entnabime von Wells
bel medrigen Temperaturen

Fur die Ablage von Stammzellen und Gewebekdrpern geeignete, miniaturisierte Substrate mit elektronischem Spei-
cherchip, denen im tiefgekhlten Zustand einzelne Depots (Wells von einigen ul ) entnommen werden kénnen, ohne
die Restprobe erwdarmen zu missen. Pro Well lassen sich bis zu 1 Million Zellen unterbringen.

den« Gewebeformationen von mehre-
ren Millimetern GroBe, in denen sich
Zelltypen aller drei Keimblatter und
strukturierte Gewebebereiche ausbil-
den, macht sie als Studienobjekt und
alternative Stammzellquelle auBeror-
dentlich interessant.

Es konnte dartber hinaus gezeigt wer-
den, dass Uber geeignete Kultivie-
rungs- und Differenzierungsschritte
sehr definiert die Differenzierung der
Zellen induziert werden kann. Wie

sonst nur bei embryonalen Stammzell-
kulturen beobachtet, bilden die Zellkul-
turen »dreidimensionale Gewebekor-
per« aus, die ihrerseits wieder in stabi-
le, sich selbst vermehrende Differenzie-
rungskulturen Uberfuhrt werden kén-
nen. Auch diese immerhin mehrere
Millimeter groBen Gewebekorper las-
sen sich kryokonservieren und nach
dem Auftauen in Oberflachenkulturen
Uberfuhren, aus denen sich weitere
organoide- und Gewebekdrper heraus-
bilden.
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(a) Organoider Korper mit ektodermaler Stammzellmarkierung (Pax6 — rot, CD44 — griin), (b) Aus pankreatischen
Stammzellen differenzierte Zellen mit zytoplasmatischen Strukturen in hoher lichtmikroskopischer Auflésung, die die

gute Differenzierbarkeit belegen.

Bemerkenswert ist, dass diese Gewe-
beschichtungen in den Kulturschalen
Uber Monate weiter wachsen und
Gewebekomposite von einigen Milli-
metern GréBe hervorbringen, in denen
sich Zellen und Zellformationen mit
Eigenschaften des Meso-, Ekto- und
Endoderms finden.

Die Wachstums-, Differenzierungs- und
Kryokonservierungsergebnisse besitzen
Modellcharakter fir die Stammzell-
forschung, da offensichtlich auch im
adulten Stammzellbereich sehr diffe-
renzierungsfreudige und pluripotente
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Zelltypen gewonnen, kultiviert und
gelagert werden kénnen. Flr eine spa-
tere Nutzung spielt es eine untergeord-
nete Rolle, ob es sich dabei um einen
Stammzelltyp oder ein Gemisch ver-
schiedener Precursor-Zellen handelt.
Entscheidend ist, dass man in viele Zell-
typen aller drei Keimblatter differenzie-
ren kann. Man ist der Vision, von vie-
len Tieren, aber auch dem Menschen
ein expandierbares Stammzelldepot
ausreichender GroBe fur eine spatere
landwirtschaftliche, biotechnologische
bzw. individuell-medizinische Nutzung
anlegen zu kdnnen, einen Schritt

I
Kontakt

Fraunhofer-Institut fir Biomedizinische
Technik (IBMT)

Zelldifferenzierung & Zelltechnologie
Universitat zu Labeck

MFC Innovationscampus 1
Maria-Goeppert-StraBe 1

23538 Lubeck

Priv.-Doz. Dr. Charli Kruse

Telefon: 0451 /2903-210

Fax: 0451 /2903-213
charli.kruse@ibmt.fraunhofer.de

naher gekommen. Auch fir das Tissue
Engineering stehen damit in Kirze
neue, adulte Stammzellkulturen und
-linien verschiedenster Herkunft zur
Verfigung.

In der Kryobank des IBMT in Sulzbach
als auch in einer in der Entwicklung
befindlichen Tochterbank in Lubeck
befindet sich ein wachsender Bestand
an Stammzellen, wie er fir die For-
schung und industrielle Nutzung
bendtigt wird. Interessenten kdnnen
Zellkulturen in tiefgefrorener Form
Uber die angegebene Adresse erwer-
ben.

Ausstattung

e Grundausristung zur Isolation und
Anlage von beliebigen In-vitro-Kultu-
ren

e Differenzierung und Analyse adulter
Stammzellen

e Mikroinjektionstechnik

* Mikrodissektionstechnik

e Kryobank mit Stammzellsammlung



Fraunhofer-Technologieplattform

Kryobiophysik & Kryotechnologie —
Forschung und Entwicklung am Zentrum fir Kryobiotechnologie

Eine der faszinierendsten Moglichkei-
ten der Kryokonservierung ist sicherlich
die Option der retrospektiven Analyse
lebenden biologischen Materials, also
eine Verlagerung von der gegenwartig
praktizierten sofortigen oder zeitnahen
Stichprobenanalyse und nachfolgen-
den Ablage der Daten hin zu einer
Speicherung der Proben und einer
nachgelagerten Analyse bei Bedarf.
Neben den 6konomischen und infra-
strukturellen Vorteilen bietet sich damit
die einzigartige Moglichkeit, im Nach-
hinein (theoretisch Jahrzehnte spéater)
eine Fragestellung nach aktuellem Wis-
sens- und Technologiestand zu beant-
worten. Die prophylaktische Probenab-
lage in Bezug auf unbekannte Seu-
chen, wie sie mit BSE, HIV oder SARS
in den letzten beiden Jahrzehnten in
Erscheinung getreten sind, macht den
Vorteil und die Notwendigkeit einer
retrospektiven Analyse biologischer
Individualdaten deutlich. Sinnvoll und
sicher ist dies aber nur, wenn umfas-
send beprobt wird (im Idealfall eine
vollstandige statistische Gesamtheit an
Stelle der bisher meist Ublichen Stich-
proben).

Dabei muss berlcksichtigt werden,
dass Individuenzahlen (sei es im hu-
manmedizinischen, veterinarmedizini-
schen oder pharmazeutisch-techni-
schen Bereich) zur Ablage kommen,

Mikro-Kryocontainer aus Silizium zur Aufnahme und
spateren Fraktionierung von Suspensionstropfchen mit
Zellen. In einem solchen Tropfen befinden sich immer-
hin einige tausend bis zu zehntausend Zellen.
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Adaptives, miniaturisiertes Kryosubstrat fur ein breites biologisches Probenspektrum. Wesentliche Vorteile des neuen
Ablagesystems sind die hohe erreichbare Packungsdichte an biologischen Proben, die Modularisierung des Trager-
systems fir eine nichtinvasive Entnahme von Einzelproben und die absolut eindeutige Zuordnung von Datensétzen
durch physische Kopplung von elektronischen Memory-Chips an die biologische Probe. Die Kopplung der einzelnen
Tragersysteme erfolgt durch unterschiedliche, zum Patent angemeldete Verfahren (z.B. Schiebesystem wie in der
Abbildung oder Drehachsen-Substratstapel). In die Mikrocontainer kénnen Zellsuspensionen, bewachsene Gewebe

aber auch Biosubstrate abgelegt werden (Kreisbilder rechts).

die bei konservativen Schatzungen im
Bereich mehrerer Hunderttausend bis zu
Millionen liegen. Derartige Probenzah-
len sind mit der aktuellen Probenbehal-
tertechnologie nicht zu bewaltigen.

Die sich daraus ergebende zentrale
Aufgabenstellung der Forschung am
Zentrum fur Kryobiotechnologie ist es,
Prinzipien und Vorrichtungen fur das
parallele und auch selektive Einfrieren,
Langzeitlagern, Auftauen, der Teilent-
nahme von Material und das Verwal-
ten einer Vielzahl von biologischen
Proben (insbesondere Zellsuspensio-
nen) zu entwickeln und damit im Saar-
land eine im europaischen Umfeld ein-
zigartige Konstellation aus Forschung
und Entwicklung in Form einer Refe-
renz- als auch Evaluations-Kryobank
aufzubauen.

Arbeitsgebiete und Forschungs-
felder

Die gestellte Aufgabe erfordert ein
Umdenken in der Kryobiologie. Mit der

seit Uber 20 Jahren unveranderten Art
der Lagerung, namlich der Ablage von
Proben in Volumina im Milliliter-Bereich
und dardber, kénnen die Lagererfor-
dernisse der modernen Biotechnologi-
en nicht erfillt werden. Die Abteilung
»Kryobiophysik & Kryotechnologie«
hat deshalb den Fokus auf die Entwick-
lung eines Basissystems (Kryosubstrat
flr Zellsuspensionen) fir eine grundle-
gend neue Art der Lagerung biologi-
scher Proben gerichtet.

Diese neuen Kryosubstrate weisen fol-
gende Vorteile auf:

— Down-Scaling der Probenablage in
den Mikroliter- und Sub-Mikroliter-
Bereich

— Entnahme von Teilproben ohne ein
Auftauen der Restproben

— Physikalisch gekoppelte Aufbewah-
rung der biologischen und nicht-
biologischen Information, d.h. eine
Integration von Probe und Daten

— Verringerung der Temperatur-
gradienten
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Hochauflésende elektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten durch eine Zelle (Fibroblast) auf einem Substrat.
Oben: bei 37 °C, unten: im tiefgefrorenen Zustand. Die hellen Bereiche stellen Eisdomanen dar und belegen die weit-
gehende Entmischung des Zytoplasmas. Die Prozesse der Reorganisation der Zellflussigkeit nach der Erwarmung sind
noch weitgehend unbekannt und ein interessantes Gebiet der Kryobiophysik.

Die Abteilung hat bereits mehrere
Systeme zur Kryokonservierung als
Funktionsmuster vorgestellt (siehe
Abbildungen). Die Systeme bestehen
zum einen aus neuen Hightech-Kunst-
stoffen, die fir den gesamten Tempe-
raturbereich der Probenlagerung

(d.h. +130 °C fur die Sterilisation bis
—-196 °C, also der Siedetemperatur des
flussigen Stickstoffs) geeignet sind.
Zum anderen wurden siliziumbasierte
Mikrosysteme (siehe Abbildung
»Mikro-Kryocontainer aus Silizium«)
entwickelt, mit denen eine weitere
drastische Miniaturisierung der Proben-
volumina méglich wird. Auch in diesen
kleinsten Containern befinden sich
noch Tausende von Zellen mit der
Potenz zur spateren Vermehrung oder
auch vollstandigen Charakterisierung
einer Zellart.

Gekoppelt werden diese Substrate mit
evaluiertem bzw. modifiziertem elek-
tronischem Flash-Speicher, der
Datenmengen bis zu einem Gigabyte
(d.h. die Datenmenge von zwei CD-
ROMs) aufnehmen und damit alle nur
denkbaren Informationen, die die in
den Substraten abgelegten Proben
charakterisieren und beschreiben kon-
nen (z.B. mikroskopische Aufnahmen
und Videosequenzen, aber auch hoch-
strukturierte Datensatze), speichern
kann. Der offensichtliche Vorteil, der
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sich dadurch ergibt, ist die absolut ein-
deutige, weil physische Verbindung
zwischen Probe und Datensatz. Im
Gegensatz zu allen herkémmlichen
Ansatzen, die aus der rein logischen
Kopplung zwischen Probe und Daten
durch eine ID (eindeutige Identifika-
tionsnummer) besteht, ist die Zuord-
nung zwischen Probe und Daten bei
dem hier realisierten System zu jedem
Zeitpunkt (auch bei Transport der
Probe) und unabhangig von der infor-
mationstechnischen Infrastruktur
(Datenbank) definiert und gegeben.
Die technologische Herausforderung
liegt allerdings darin, dass der Speicher
den gleichen Temperaturen wie die
Probe ausgesetzt ist und standhalt.
Diese Herausforderung wird mit der
Entwicklung von Hardware fir den
Einsatz bei Temperaturen unter

—130 °C, also einer Tieftemperatur-
Elektronik, beantwortet.

Neben der elektronischen Seite der
Entwicklung ergeben sich neue For-
schungs- und Entwicklungsfelder aus
den oben angegebenen vorteilhaften
Eigenschaften der neuen Kryosubstrat-
Technologien.

(1) Untersuchung zellularer
Kryoprozesse

Eines der wichtigsten Gebiete der
Kryobiophysik ist das Studium der Pro-
zesse beim Einfrieren biologischer Mate-
rialien auf molekularer und zellularer

Gewebeebene. Sie beschéftigt sich mit
der Aufbewahrung und den Eigen-
schaften von lebendem biologischem
Material bei tiefsten Temperaturen.

Die moderne Biotechnologie benétigt
die Ablage der Proben in Mikrovolumi-
na, was die Entwicklung der neuen
mikrosystembasierten Kryosubstrate
und entsprechende programmgesteu-
erte Kryokonservierungsverfahren
sowie die Forschung im Gebiet Kryona-
nobiotechnologie erfordert. Die Kryo-
biophysik ist ein Forschungsgebiet,
das, obwohl seit mehr als 50 Jahren
existent, seine Bedeutung erst in den
nachsten Jahrzehnten voll entfalten
und ausbilden wird.

(2) Tieftemperatur-Elektronik

Elektronische Speichermedien, die fiir
eine Lagerung oder sogar einen Zugriff
unter kryogenen Temperaturen zertifi-
ziert werden, sind auf dem freien
Markt nicht erhaltlich und mittelfristig
auch nicht zu erwarten, da thermische
Optimierung von Elektronik heute hin
zu hohen Temperaturen erfolgt. Es war
daher notwendig, Messtechniken zu
evaluieren und zu modifizieren, um
elektronische Speicherschaltkreise und
die dazugehorige Schaltungsperipherie
unter kryogenen Temperaturen zu
untersuchen. Ein Beispiel fur eine der-
artige Messtechnik ist die nun in der
Abteilung verflgbare infrarotbasierte
Echtzeit-Thermographie, die das Tem-
peraturverhalten von Speichermedien
und den zugehérigen Schreib-/Lese-
Einrichtungen mit einer Genauigkeit
bis zu 0,1 °C bei gleichzeitiger mikro-
skopischer Auflésung abbilden kann.
Diese Messtechnik steht auch fur
andere Fragen aus der Biologie, Medi-
zin und Technik zur Verfligung. Flan-
kiert werden diese Systeme durch
Hochgeschwindigkeitskameras, die es
erlauben den Gefriervorgang auch bei
der Tropfen- und Schockkihlung zu
erfassen.



(3) Kryobioinformatik

Neben der elektronischen Realisierung
von tieftemperaturfahigen Speicherein-
heiten mUssen seitens der Informatik
neue Prinzipien entwickelt werden, um
die Datenmengen und Informationen
sicher und datengeschitzt handhaben
zu koénnen. Beispielhaft sei hier die
Definition von langzeittauglichen
Datenformaten, die Entwicklung neuer
Modellierungstechniken fur hoch
dezentralisierte und evolutive Daten-
banken oder die Erprobung tempera-
turoptimierter Kommunikationsproto-
kolle genannt.

(4) Kryoequipment & Kryorobotik

Eine besondere Stellung nimmt das
Themenfeld und die Arbeitsgruppe
»Kryoequipment & Kryorobotik« am
IBMT ein. Sie stellt technisch und
inhaltlich den Anschluss der neuen
miniaturisierten Technologien an die
»Makrowelt« einer Kryobank her,
indem bisher nicht erhéltliche, aber
notwendige Technologien und Kompo-
nenten zur Manipulation und Lage-
rung der » Mikro-Kryosysteme« ent-
wickelt und gefertigt werden.

Technologie fur das automatisierte Einfrieren von biolo-
gischen Proben. Im Hintergrund automatisierte Pipet-
tierstation (GeSIM, GroBerkmannsdorf) zur Befullung
der Mikrowellsubstrate (im Vordergrund).

Wir entwickeln preiswerte und hoch-
genau arbeitende Einfrier- und Auftau-
systeme, wie sie in den Laboren der
Biotechnologie, entsprechender Firmen
und Klinika bendtigt werden. Die
Fraunhofer-Hauben- und N,-Inkubator-
Technik verhindern die Eisbildung und
Entstehung von O,-Flissigablagerun-
gen in den Kryotanks vollstandig. In
der Folge ist keine Umlagerung der
Proben mehr notwendig.

I
Kontakt

Prof. Dr. Heiko Zimmermann
Fraunhofer-Institut flr Biomedizinische
Technik (IBMT)

Kryobiophysik & Kryotechnologie
Ensheimer StraBBe 48

66386 St. Ingbert

Telefon: 06894 / 980-257

Fax: 06894 / 980-400
heiko.zimmermann@ibmt.fraunhofer.de

Kryotank der Firma Messer mit Entnahmeturm des
Fraunhofer IBMT, der das Vereisen der Proben und des
Innenraumes vermeidet und die zur Entnahme ausge-
wahlten Proben tber Stunden gekuhlt zugriffsbereit
halt.
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(1) Kryobiophysik

Adharente Zellen nach einem vollstandigen Einfrier- und
Auftauvorgang (digital eingefarbte Aufnahme mit dem
Rasterelektronenmikroskop). Die rot eingefarbte Zelle
weist deutliche, irreparable Kryoschaden auf.
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Die neu entwickelten Kryosubstrate
haben aufgrund ihrer Miniaturisierung
andere Einfrier-/Auftaueigenschaften
als industriell hergestellte Kryoproben-
behalter. Die Kryobiophysik am IBMT
beschaftigt sich daher mit der Testung
der verschiedenen Kryosubstrate, der
Modellierung des Einfrierprozesses, der
funktionellen zellspezifischen Charak-
terisierung der kryokonservierten Zel-
len, der Beobachtung der Regenerati-
ons- und Wachstumsprozesse, aber
auch des Absterbens der Zellen
(Apoptose und Nekrose) nach dem
Auftauen. Die bisherigen Ergebnisse
haben eine wesentliche Verminderung

der z.T. toxischen Kryoprotektiva (z.B.
des bewahrten DMSO) mit gleichzeiti-
gem raschem Wachstum der kryokon-
servierten Zellen nach dem Auftauen
ermoglicht. Diese Art der kryobiophysi-
kalischen Forschung ertffnet neue und
breite Anwendungsfelder, insbesonde-
re fur die Transplantations- und
Stammgzellmedizin. Die kryobiologische



Forschung in der Abteilung Kryobio-
physik & Kryotechnologie konzentriert
sich auf die folgenden Schwerpunkte:

e Forschung und Entwicklung im
Bereich der Kryobiotechnologie

e Entwicklung von kundenspezifischen
Kryoprozeduren

e Kryokonservierung von biotechnolo-
gisch und medizinisch relevanten Zel-
len

e Optimierung von Kryosubstraten

e Strukturelle und funktionelle Charak-
terisierung der kryokonservierten Zel-
len mithilfe von kombinierten mikro-
skopischen Verfahren: Lichtmikrosko-
pie (inklusive Fluoreszenz-, Stereo-
fluoreszenz- und Immunofluoreszenz-
mikroskopie), Raster- (REM) und
Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) der gleichen Zellen

e Zellspezifische Testung auf Bio- und
Kryokompatibilitat

e Tieftemperaturelektronik

e Informatik/Bioinformatik

* Hochgeschwindigkeitsprozesse

e \Verkapselungsanlagen

e Immunisolierte Alginatverkapselung

Ausstattung

e Tieftemperatur-Lagersystem mit
medizinischer Zulassung

e Programmierbare Einfrierautomaten

e Thermographiesystem

¢ Nano-Plotter zur Bef(llung von
Mikro-Kryosubstraten

e Kryomikroskop

e Stereofluoreszenz- und Durchlicht-
fluoreszenzmikroskop

® Zugang zu REM und TEM

e Zellbiologische Labore

Optimiertes Kryoprotokoll (Graphoptimaler Temperaturverlauf zum Einfrieren tierischer und humaner Zellen). Hinter-
grund: Einzelzelle auf einem Substrat mit moderaten Kryoschaden.

I
Kontakt

Dr. Alisa Katsen-Globa /

Prof. Dr. Heiko Zimmermann
Fraunhofer-Institut flr Biomedizinische
Technik (IBMT)

Kryobiophysik & Kryotechnologie
Ensheimer StraBBe 48

66386 St. Ingbert

Telefon: 06894 / 980-259

Fax: 06894 / 980-400
alisa.katsen@ibmt.fraunhofer.de

Dipl.-Biol. Friederike Ehrhart /

Prof. Dr. Heiko Zimmermann
Fraunhofer-Institut fir Biomedizinische
Technik (IBMT)

Kryobiophysik & Kryotechnologie
Ensheimer StraBBe 48

66386 St. Ingbert

Telefon: 06894 / 980-258

Fax: 06894 / 980-400
friederike.ehrhart@ibmt.fraunhofer.de
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Molekulare Prozesse beim Einfrieren von Zellen

Beispiel fur das Auftreffen (2), die nachfolgende Bewe-
gung (3-14) und das Gefrieren (15) eines Suspen-
sionstropfens auf einer tiefgekuhlten (40 °C) Ober-
flache. Wie man der Bildfolge entnehmen kann, erfolgt
das Gefrieren nicht sofort, sondern erst nach einem
sehr dynamischen Prozess der Tropfenverformung, den
man fur die Kryokonservierung von Zellsuspensionen
nutzen kann, weil er sehr definiert ablauft (Fotoserie S.

Schelenz, R. Hagedorn, Humboldt-Universitat zu Berlin).

24  Fraunhofer-Institut fur Biomedizinische Technik

Von entscheidender Bedeutung fur die
Entwicklung von Gefrier- und Auftau-
prozeduren sind die physikalischen und
biochemischen Prozesse innerhalb und
auBerhalb der Zellen. Sie sind zwar in
ihren Einzelheiten seit mehr als 50 Jah-
ren gut untersucht, die Komplexitat
des Zytoplasmas als eine makromo-
lekUlreiche Gel-Sol-Elektrolytlésung
verhindert bislang jedoch ein umfas-
sendes Gesamtverstandnis. Im Folgen-
den sollen kurz die wesentlichen Vor-
gange verdeutlicht werden. Sehr gut
lassen sich derartige Prozesse beim
definierten Auftreffen von Flussigkeits-
tropfen auf kalte Oberflachen untersu-
chen und beeinflussen, weshalb am
IBMT umfangreiche Technik zur
Mikrotropfenerzeugung und Hochge-
schwindigkeitsaufnahme der Tropfen-
bewegungen und des Gefrierprozesses
installiert wurde.

Die Prozesse innerhalb und um eine
Zelle beim Einfrieren lassen sich ent-
sprechend den dargestellten Abbildun-
gen in sechs Phasen einteilen.

Phase 1 (Bild 1, Seite 25) zeigt eine
tierische Zelle schematisch im physiolo-
gischen Temperaturbereich zwischen
37 und 20 °C. Innen und auBen erfol-
gen die Prozesse der Signalankopplung
und chemischen Bindung wohlabge-
stimmt.

Phase 2 (Bild 2, Seite 25) zeigt die
Zelle in einem Temperaturbereich
zwischen 20 und -2 °C. Die Funktions-
fahigkeit ist stark eingeschrankt. Stoff-
wechselvorgange laufen wesentlich
langsamer ab bzw. werden von den
Zellen abgeschaltet. Dieses Tempera-
turintervall ist daher zur Vorbereitung
des Einfrierens einer Zelle von hoher
Bedeutung.



Phase 3 (Bild 3) zeigt die Verhaltnisse
im Temperaturbereich zwischen -2 und
—15 °C. Die Eisbildung beginnt in der
Regel an Nukleationskeimen in der
AuBenlésung. Dies hat zur Folge, dass
das Wasser aus der Zelle herausgezo-
gen wird (osmotische Effekte), was zu
einer Zelldehydrierung und ihrem
Schrumpfen fahrt. Werden mehr als
30% des Wassers entzogen, treten
Schadigungen der Zelle auf, die in der
Regel nicht vollstandig reversibel sind.
Durch die Wahl der Medien und die
Abklhlgeschwindigkeit kann dieser
Prozess beeinflusst werden, woraus
sich die zelltypischen Gefrierprotokolle
ergeben.

In Phase 4 (Bild 4) setzt bei einer Tem-
peratur zwischen =15 und =25 °C die
Eisbildung in der Zelle ein. Es bilden
sich auch hier Eiskristalle, die zu einer
Entmischung und Delokalisierung der
Zytoplasmabestandteile fiihren. Die
Zugabe von Kryoschutzmitteln beein-
flusst die Wasserstruktur und fuhrt zur
Bildung vieler kleiner statt weniger
groBer Eisbereiche, was sich als gunsti-
ger fur die Kryokonservierung erweist.
Das Volumen der Eiskristalle ist um
1/11 groBer als das der vorherigen
Wasserphase, was zu mechanischem
Stress fuhrt. Die aufkonzentrierten
lonen an den Eisfronten kénnen zu
betrachtlichen Potenzialgradienten
fuhren, die ebenfalls schadigende
Wirkungen zeigen kénnen (Workman-
Reynold-Effekt, dielektrischer Durch-
bruch der Biomembran).

Phase 5 (Bild 5) umfasst den Tempera-
turbereich zwischen =25 und -130 °C.
Sie ist gepragt durch das migratorische
Wachstum groBer Eiskristalle auf
Kosten der kleineren. Dieser Prozess
der Umkristallisation hat fatale Folgen,
auch wenn er mit niedriger werdender
Temperatur immer langsamer ablauft.
Trotz der tiefen Temperaturen kénnen
Wassermolekile aufgrund der thermi-
schen StoBe entsprechend k*T (wobei
k die Boltzmann-Konstante und T die

Schematische Darstellung der wesentlichen Prozesse beim Einfrieren einer Zelle (rot) in einer Umgebungslésung (griin).
1. Zelle unter Normaltemperatur (Rezeptorfunktion mit zytoplasmatischer Signaltransduktion).

2. Zelle bei einer Temperatur zwischen 10 und — 0 °C. Reduzierter Stoffwechsel, kein Signaltransfer mehr.

3. -2 bis —15 °C, extrazellulare Eisbildung und Entwasserung der Zelle.

4. -15 bis =25 °C, intrazelluldre Eisbildung, Entmischung des Zytoplasmas.

5. =25 bis =130 °C, migratorisches Wachstum der Eiskristalle.

6. < =130 °C, Zelle als Festkorper ohne nennenswerte Veranderung tber lange Zeitraume.

Temperatur ist) noch immer ihre Positi-
on wechseln, wodurch die groBen Eis-
domanen wachsen. Auch das schadigt
die Zellen und ist der Grund, warum
man eine Kryoprobe nicht Uber Mona-
te bei =80 °C aufbewahren sollte. Die-
ser Temperaturbereich ist daher rasch
zu durchlaufen.

In Phase 6 schlieBlich (Bild 6) kommen
diese Prozesse unterhalb —130 °C
nahezu vollstandig zum Erliegen. Die
Probe ist nun fir Jahrzehnte und lén-
ger sicher. Daher erfolgen die Langzeit-
lagerung von Lebendproben bei =150
°C und die Nutzung des flissigen
Stickstoffs mit =196 °C als KdhImittel.
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Neue Substrate fir die Kryokonservierung. Test mit adharent wachsenden Zellen auf strukturierten
Siliziumsubstraten (Kooperation mit Forschungszentrum Karlsruhe, Bilder: A. Katsen-Globa, A. Welle).

Oben: Uberblick tber einen etwa 500 um breiten Ausschnitt mit Zellen, die nur auf vorgegebenen,
quadratischen Feldern anhaften konnen.

Unten: Die Vorgabe derartiger Anhaftbereiche definiert die Zahl und Form der Zellen.
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Leider kehren sich diese Prozesse beim
Auftauen nicht um, sondern laufen in
und um die Probe erneut in der bereits
erlduterten Form ab. Dadurch erhoht
sich die Belastung der Zellen nochmals.
Bei weitem sind noch nicht alle Effekte
bekannt und eine Reihe von Zellen ent-
zieht sich einer Kryokonservierung bis
heute vollstandig (z.B. groBe Eizellen,
eine Reihe vakuolenhaltiger pflanzli-
cher Zellen). Dies alles zeigt, wie kom-
plex und wichtig kryobiophysikalische
Untersuchungen sind. Ohne eine fun-
dierte Grundlagenforschung, die teils
biologisch-biochemisch, teils physiko-
chemischer Natur ist, 1asst sich eine
definierte und automatisierte Kryokon-
servierung wohl nicht erreichen. Da die
GroBe und Beschaffenheit der Zellen
eine groBe Rolle spielen, muss fur jede
Zellart ein fur sie optimiertes Kryopro-
tokoll erarbeitet werden. In der Abtei-
lung Kryobiophysik & Kryotechnologie
stehen Experten und Gerate fir nahe-
zu alle Aufgabenstellungen zur Verfu-

gung.
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(2) Tieftemperaturelektronik

Die Entwicklung eines intelligenten
Kryosubstrats fur ein neuartiges Kryo-
bankkonzept stellt eine interdisziplina-
re Herausforderung dar. Ziel ist es, ein
Vertauschen der Proben zu verhindern
und eine sich selbst optimierende, auf
die Belange der Kryokonservierung
ausgerichtete Datenverwaltung zu
ermoglichen. Die Hauptaufgabe im
Bereich der Tieftemperaturelektronik
besteht in der Entwicklung eingebette-
ter elektronischer Systeme, die als Ein-
heit mit den Probensubstraten einge-
froren und dauerhaft unter Kryobedin-
gungen eingelagert werden kénnen.

Warmedlbertragung von einem Mikrocontroller auf die gekoppelten biologischen Proben. Deutlich erkennt man die
Erwarmung durch die Wérmekapazitat des elektronischen Chips (rote Flache unter den Wells (blau)). Auch wenn es
sich nur um wenige Grad oder Bruchteile davon handelt, missen derartige Gradienten eliminiert werden. Ein Echt-
zeit-Infrarot-Bolometer-System erlaubt dies in bildgebender Weise.

Neben einem Betriebstemperaturbe-
reich von =130 °C bis hinunter zu
—196 °C mdssen die elektronischen
Komponenten extreme Temperaturzy-
klen aushalten und in der Lage sein,
die aufkommenden Daten zuverlassig
und sicher zu speichern.

Elektronische Speichermedien, die fur
eine Lagerung oder sogar einen Zugriff
unter diesen Umgebungsbedingungen
spezifiziert sind, werden im kommerzi-
ellen Sektor nicht angeboten. Fur die
Modifizierung und Evaluierung kom-
merzieller Elektronik unter tiefen Tem-

peraturen wurde am IBMT umfangrei-
ches Testequipment entwickelt und
eingesetzt. Die entsprechende Arbeits-
gruppe verflgt tber Tieftemperaturla-
gersysteme (bis =196 °C) mit medizini-
scher Zulassung, in denen Langzeitun-
tersuchungen durchgefiihrt werden
kdnnen. Mit eigens modifizierten, pro-
grammagesteuerten Einfrierautomaten
(bis =180 °C) werden Stressbelastun-
gen simuliert und temperaturabhangi-
ge physikalische und funktionale
Eigenschaften von elektronischen Bau-
teilen erforscht. Die messtechnische
Ausstattung der Labore umfasst Gera-
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Platine mit elektronischen Speicherchips im vollen
Lese-/Schreib-Modus eingetaucht in den flussigen Stick-
stoff (-196 °C) eines durchsichtigen DewargefaBes. Die
blaue Leuchtdiode, ebenfalls im Stickstoff, zeigt den
gerade angesteuerten Memory-Chip an.
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te zur digitalen und analogen Signal-
analyse sowie zur Generierung von
Testvektoren auf Hardwareebene. Ein
Thermographiesystem (bis —40 °C)
kommt bei der Untersuchung der sich
negativ auswirkenden Warmedubertra-
gung von der Elektronik auf das biolo-
gische Substrat zum Einsatz. Selbst
entwickelte Heiz-/Kuhltische (Peltier-
und Stickstoffkihlung) halten die Kryo-
substrate wahrend der Messung unter
der Infrarotkamera auf niedriger Tem-
peratur und lassen programmierte T-
Verldufe zu. Ausgehend von den Resul-
taten der Evaluierung wird eine Modifi-
zierung und spatere Zertifizierung von
elektronischen Komponenten fur den
Kryobereich méglich gemacht.
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(3) Kryobioinformatik / ChameleonLab

Die Fortschritte in der Tieftemperatur-
elektronik ermdglichen mittlerweile die
uneingeschrankte Funktion von Spei-
cherchips unter Kryobedingungen.
Damit ist es moglich, jeden Probentra-
ger mit einem elektronischen Speicher
zu versehen, der die zu einer Probe
gehorenden Daten enthalt, und dieses
intelligente Kryosubstrat in einem
Kryotank fir lange Zeit zu lagern.
Probe und Information werden also
physikalisch miteinander verbunden
gelagert. Diese Form der Datenablage
gewahrleistet die Verwechslungssicher-
heit von Probe und Information und
wird es notwendig machen, bereits in
den ndchsten Jahren Millionen von
dezentralen Datentragern zu verwal-
ten, die unterschiedliche Informations-
strukturen tragen kénnen, abhangig
von Zelltyp und jeweiliger Informati-
onsanforderung zum Zeitpunkt der
Probenablage. Schwerpunkt der Kryo-
bioinformatik ist die Entwicklung adap-
tiver Datenbanken und adaptiver Soft-
waresysteme, die sich als fur das
Datenhandling in Kryobanken und
Kryolabors erforderlich herausgestellt
haben, weil sie die evolutiven Vorgan-
ge in den Informationsanforderungen
adaquat umsetzen kénnen.

Vor diesem Hintergrund ist Chame-
leonLab entstanden. In Zukunft wer-
den Labore eine stets wachsende
Anzahl verschiedenster Arbeitsablaufe
(Workflows) beherrschen missen, die
teils aus neuen wissenschaftlichen
Erkenntnissen hervorgehen werden
und teils aus neuen Anwendungsge-
bieten fur kryokonservierte Zellen
resultieren werden. Labore werden
Proben in einem bisher nicht gekann-
ten MaB austauschen mussen, woraus
sich die Notwendigkeit der Austausch-
barkeit und Kompatibilitat von Work-
flow-Definitionen ergibt, aber auch ein
hohes Verwechslungsrisiko entstehen
kann. Austauschbarkeit von Workflow-
Definitionen erfordert Unabhangigkeit
von einem bestimmten Labor. Neben
dem Austausch von Proben und Work-
flow-Definitionen spielt der Austausch

30 = 25 pl 1pl

0006

Vergleich von konventioneller Kryotechnologie und der vom Fraunhofer IBMT neu entwickelten Kryotechnologie.
Wahrend ein durchschnittliches Zellvolumen in der GréBenordnung Picoliter liegt, fassen die kleinsten handelstibli-
chen Kryoréhrchen Volumina im Milliliterbereich. Um das zuktnftige Aufkommen an Zellproben zu bewaltigen, ist
eine Volumenreduktion der ProbengréBe erforderlich und zudem biologisch sinnvoll. Das gezeigte IBMT-Kryosubstrat
enthélt 30 Probentopfchen zu jeweils 25 pl auf einer Grundflache von 4 x 3 cm. In konventioneller Technologie wer-
den die zu einer Probe gehdrenden Daten in einer externen Datenbank gespeichert und tber eine entsprechende Pro-
benbeschriftung, beispielsweise einen Barcode, referenziert. Im Gegensatz dazu wird an jedes IBMT-Kryosubstrat ein
Speicherchip angekoppelt, der gegenwartig eine Kapazitat bis zu einem Gigabyte erreichen kann. Samtliche Proben-
daten, Vorgaben zu den Arbeitsabldufen und Dokumentationsdaten werden auf diesem Chip gespeichert und kon-
nen immer eindeutig der angekoppelten Probe zugeordnet werden.

LABOR

Schematische Ansicht der ChameleonLab-Prinzipien. Die Ansicht zeigt einen Probe-Chip-Verbund und eine Zellprobe
mit einem zugehdrigen Arbeitsablauf (»Workflow«). Die bei der Probe auf dem Chip gespeicherte Workflow-Definiti-
on diktiert das »Verhalten« des adaptiven Labors. Vor der Prozessausfuihrung wird das Labor gemé&B den Informatio-
nen auf dem Chip konfiguriert und initialisiert. Das Labor wird dabei von einem »Standby«-Zustand »LABOR« zu
einem definierten Zustand »LABOR*« hin umkonfiguriert. Eine Kryoprobe mit Chip kann also ein ChameleonLab-
Labor spezifisch verdndern und steuern. Effizienz und Probensicherheit werden signifikant erhéht.

der Workflows wird durch Chame-
leonLab vollstandig gesteuert und
Uberwacht. ChameleonLab basiert
auf den folgenden drei Prinzipien:

von Labor-Dokumentationsdaten eine
weitere wesentliche Rolle.

ChameleonLab ist ein adaptives
Labormanagementsystem, das sich
jeder beliebigen Probe anpasst, indem
sich das Labor gemaB der Workflow-
Definition konfiguriert. Die Ausfihrung

— Die einer Probe zugeordneten Work-
flow-Definitionen werden bei der
Probe gespeichert, konkret beispiels-
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weise auf dem angekoppelten Spei-
cherchip.

— Anstatt eine Referenz auf eine exis-
tierende Workflow-Definition (bei-
spielsweise in einer Datenbank) zu
sein, ist die Workflow-Definition eine
detaillierte Definition aller Schritte
des Probenworkflows. Das bedeutet,
dass jedes Labor, das Chameleon-
Lab verwendet, auch solche Work-
flows ausfihren kann, die dem Labor
vor Ankunft einer Probe mit der ent-
sprechenden Definition véllig unbe-
kannt waren. Die Workflow-Definiti-
on ist so aufgebaut, dass sie auch fir
direkte Gerateansteuerung verwen-
det werden kann. Die Probe steuert
somit das Verhalten des Labors, von
rein manuellen Labors bis hin zu voll-
automatisierten Labors.

Bildschirmfoto eines ChameleonLab-Clients (hier
Nanoplotter fir DMSO-Zugabe).

I
Kontakt

Dipl.-Inform. Christopher Durst /

Prof. Dr. Heiko Zimmermann
Fraunhofer-Institut fiir Biomedizinische
Technik (IBMT)

Kryobiophysik & Kryotechnologie
Ensheimer StraBe 48

66386 St. Ingbert

Telefon: 06894 / 980-258

Fax: 06894 / 980-400
christopher.durst@ibmt.fraunhofer.de

30 Fraunhofer-Institut fiir Biomedizinische Technik

— Die Dokumentationsdaten jeder
Workflow-Durchfihrung werden bei
der Probe gespeichert.

ChameleonLab ist seit Herbst 2003 in
der Forschungs-und Demonstrations-
kryobank der Fraunhofer-Gesellschaft
eurocryoSaar im Einsatz. Alle Kryola-
boratorien werden von Chameleon-
Lab auf die jeweils aktuelle Probe
adaptiert und vollstandig wahrend
eines Workflows gesteuert. Eine web-
basierte Probendatenbank ist mit
ChameleonLab verbunden und syn-
chronisiert, die das Definieren von
Workflows erlaubt und Tieftempera-
tur-Speicherchips initialisieren kann.



Kryoequipment & Kryorobotik

Das Konzept der Kryoforschungsbank
am IBMT &ffnet neue Wege der indivi-
duellen als auch massenhaften Kryo-
konservierung von Zellen. Die Qualitat
und Zahl der Zellproben stellen neue
Anforderungen an die Kryotechnik.
Das im Vergleich zu konventionellen
Banken geringe Volumen und beson-
ders die hohe Zahl der Proben machen
automatisiertes Probenhandling uner-
lasslich far einen wirtschaftlichen
Betrieb der Bank. Gleichzeitig wird die
Prozessqualitat der Probenlagerung
gesteigert.

Die gegenwartig genutzten Techniken
stammen haufig aus dem klinischen
Bereich oder der Forschung. Sie sind

personalintensiv und nicht geeignet far
die Bewaltigung hoher Probenzahlen.
Die Verflgbarkeit von Automatisie-
rungslésungen in diesem Bereich stellt
die Basistechnologie fur eine Vielzahl
neuer Automatisierungsmodelle in der
Tieftemperatur-Biotechnologie dar.

Die Weiterentwicklung von Kryoequip-
ment unter diesen Gesichtspunkten
schlagt technologisch die Briicke zwi-
schen den biophysikalischen Anforde-
rungen und den produktiven Rahmen-
bedingungen einer modernen Kryo-
bank. Angefangen von Einfrier-/Auf-
taugeraten fur parallelen und hohen
Probendurchsatz bis hin zu automati-
sierten Entnahmesystemen reicht die
Palette der IBMT-Entwicklungen, die
fur einen wirtschaftlichen und sicheren
Betrieb einer Zellbank notwendig sind.
Die Gerate mussen prazise unter Tem-
peraturen funktionieren, die bisher
allenfalls fir seltene Anwendungsfalle
wie die Supraleitung oder die Satelli-
tentechnik erforderlich waren. Die
heute am Markt verfligbare Technolo-
gie im Bereich Robotik oder Automati-
sierung ist fir Temperaturen unterhalb
—130 °C nicht einsetzbar und muss an
entscheidenden Stellen von Grund auf
neu entwickelt werden. Besondere
Rahmenbedingungen sind hierbei zum
Beispiel der vollige Verzicht auf flissige
Schmiermittel und die Berlcksichti-
gung der unterschiedlichen physikali-
schen und elastischen Eigenschaften
von Stoffen, z.B. Ausdehnungskoeffizi-
ent und Versprédung, bei extremen
Temperaturanderungen.

Personalintensives Arbeiten mit den
Proben ist aufwendig und risikoreich,
insbesondere was die Verwechslungssi-
cherheit betrifft. Roboter und Automa-
tion verhindern in einer kalten Stick-
stoffatmosphare kritische Erwarmung
und Kontamination und sichern die
Qualitat der Prozesse im Umgang mit
den Proben in dokumentierbarer
Weise.
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»Klassische« Probenentnahme mit tber die Monate
akkumulativer Eisbildung auf Oberflachen (Substrat,
Container, Tankinneres) und Unterbrechung der Kihl-
kette.

CAD-Entwicklung eines Entnahmeturms (gekthlt mit
»trockener« Stickstoffatmosphére) mit Schleusenfunk-
tion zur Verhinderung der Eisbildung bei der gekuhlten
Probenentnahme. Im ersten Automatisierungsschritt auf
einem Kryo-Lagertank.
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Serienmuster eines Entnahmeturms zur manuellen Ent-
nahme. Uber thermisch isolierte Handschuheingriffe
kann auf tiefgekthlte Substratcontainer zugegriffen
werden, ohne dass diese mit feuchter Atmosphare in
Berthrung kommen oder in undefinierter Weise
erwarmt werden. Es muss darauf hingewiesen werden,
dass bei einer Langzeitlagerung bereits eine Erwdrmung
Uber —80 °C zu zellschadigenden Umkristallisierungen
ftihrt, Proben also auch bei kurzzeitiger Erwarmung im
Gefrierbereich Veranderungen unterliegen.

Aus einem Liter flUssigen Stickstoffs bilden sich bei der
Verdampfung einige hundert Liter Stickstoffgas. Dieser
Effekt wird zur Erzeugung einer Stickstoffatmosphare
benutzt, indem ein Flussigreservoir an LN, fir perma-
nente Kuhlung und Stickstoffgasproduktion sorgt, so
dass die Hauben nicht gasdicht und dennoch als Steril-
Inkubatoren genutzt werden kénnen. Das System ist
Uber Schleusen von der Seite oder oben be- und ent-
sorgt.
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Lésungselemente / Angebote

e Einfrier- und Befullsysteme wie

Pipettierer flr

— Zellsuspensionen (Einbringung in
unterschiedliche Substratformen
(Schlauch, Topfchen,...))

— Kryosubstrate zur Probenaufnahme
aus unterschiedlichen Materialien
wie Silizium und geeigneten Kunst-
stoffen

Vereinzelungssysteme fir die Proben-

separierung aus den Substraten bei

tiefen Temperaturen

Kryotankequipment wie Schleusen-

systeme oder Entnahmeturm zur

Aufnahme und Bearbeitung der Pro-

bensubstrate in der kalten Gasphase

des inerten Stickstoffgases (Abbil-
dung)

Intelligente Storage-Systeme zum

sicheren Transport der Probe mit

Flussigstickstoffkihlung inhouse,

aber auch zum Versand mit 6ffent-

lichen Verkehrsmitteln und Speditio-
nen/Paketdiensten

Haubensysteme zur Sicherung der

Kihlkette und zur Verhinderung von

Reif- und Eisniederschldgen auf den

tiefkalten Oberflachen der Kryopro-

ben und -tanks

[T-Systeme zur Datenkommunikation

mit den tieftemperaturfesten Spei-

cherchips

Uber der interdisziplindren Beantwor-
tung aller ingenieurwissenschaftlichen
und physikalischen Fragestellungen
stehen die biologischen Anforderun-
gen und damit das Ziel die Zellen mit
optimalen Uberlebensraten an die Nut-
zer zu Ubergeben.

Das IBMT bietet seinen Partnern aus
Wissenschaft und Industrie Erfahrung
und Kompetenz in den Bereichen
Kryoprozesstechnik und Kryoequip-
ment (selbstverstandlich auch tber den
Einsatz in der Kryoforschungsbank hin-
aus) an.

Angebote sind:

e Entwicklung kryotechnologischer
Prozesse im Temperaturbereich
=196 °C bis +40 °C

¢ Entwicklung von Kryoequipment
im Temperaturbereich —196 °C bis
-130°C

e Entwicklung von Sensorik zur
Prozessliiberwachung (Temperatur,
Luftfeuchtigkeit,...) im Temperatur-
bereich =196 °C bis —130 °C

e Prozessentwicklung fir Proben-
logistik

e |[T-Systeme zur Ablage und Kontrolle
der Probendaten

Forschungs- und Entwicklungs-
labore

* 160 m? Laborraume
e Stickstoffanlagentechnik

In der Projektdurchfiihrung sind die
Mitarbeiter ein eingespieltes Team, ein-
gebunden in leistungsfahige, interne
Instituts-Arbeitsgruppen wie:

e Elektronikentwicklung

o Werkstatt mit durchgangiger
CAD/CAM-Struktur

¢ Informationstechnologie und Soft-
wareentwicklungsgruppe
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eurocryo-Einfrierautomat unter Verwendung der Haubentechnologie zur Vermeidung

von Reif- und Oberflacheneisbildung fir Temperaturregelungen bis 0,1 °C Genauig-
keit.

Haubentechnologie zum kontaminationsfreien Arbeiten bei frei wéhlbaren Temperatu-
ren in gut isolierten Kryoboxen ohne Beschlagen der Proben und Nebelbildung, eine
Entwicklung des IBMT. Die Hauben-Kihlbox-Systeme kénnen entweder manuell oder
automatisch mit flussigem Stickstoff in einer saugfahigen Matrix Gber Stunden gekuhlt
werden. Vom Boden zur Haube entwickelt sich rasch ein stabiler Temperaturgradient
von —196 °C unten zu +20 °C oben. Auf Ablagen in verschiedener Hohe kénnen auf
diese Weise Zellproben bei jeder gewlinschten Temperatur gelagert und bearbeitet
werden. Das System ist preiswert und lasst sich zu einem parallelen Gefrier-/Auftau-
automaten erweitern. Es stellt damit ein Grundgerat zuklnftiger Kryolabore in Bio-
technologie und Medizin dar.

I
Kontakt

Dipl.-Phys. Uwe Schon
Fraunhofer-Institut flr Biomedizinische
Technik (IBMT)

Kryoequipment & Kryorobotik
IndustriestraBe 5

66280 Sulzbach

Telefon: 06897 /9071-30

Fax: 06897 /9071-99
uwe.schoen@ibmt.fraunhofer.de
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Kryoforschungs- und Demonstrationsbank —
Langzeitlagerung lebender Zellproben

Ein Blick in die Kryolagerhalle. Jeder Kryo-Lagertank ist an die automatische Versorgung mit flissigem Stickstoff ange-

schlossen.

Kryolagerbehalter mit Tankcomputer-Grundeinheit der
Kryobanken. Hierin lagern tausende kryokonservierter
Zellproben wie in einer Uberdimensionalen Thermos-
kanne bei Temperaturen unter —130 °C in der Gas-
phase.
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Sollten sich die regenerative Medizin
und die sich aus diesem Ansatz ent-
wickelnden Behandlungsmethoden in
der Weise entwickeln, wie es sich
gegenwartig abzeichnet, wird — wie
bereits erldutert — in naher Zukunft ein
enormer Bedarf an vortibergehender
als auch langfristiger Lagerung leben-
der Zellen in Form von Zellsuspensio-
nen und Gewebesegmenten bestehen.
Neben der medizinischen Nutzung
wird unverandertes Zellmaterial fur
Forschungszwecke, fur kommerzielle
Nutzungen und fur hoheitliche Aufga-
ben (z.B. Gesundheitsflrsorge), zur
Erfassung von Verdnderungen im
Genom und letztendlich der durch den
Menschen beeinflussten Umwelt
benotigt. Auf Basis der am Fraunhofer
IBMT auf diesem Gebiet entwickelten
Technologie kénnen in kurzer Zeit,
standardisiert und mit hochster Qua-
litat Kryobanken aufgebaut und mit
Referenz zum Zentrum fir Kryobio-
technologie (eurocryoSaar) betrieben
werden. Nur auf diese Weise kann die
enorme Zahl miniaturisierter Einzelpro-
ben nach modernsten Richtlinien ver-
arbeitet und verwechslungs- sowie

kontaminationsfrei gelagert werden.
Dabei kommen modernste Datenverar-
beitungstechnologien zum Einsatz, die
alle Auflagen des Datenschutzes (z.B.
im Zusammenhang mit dem Umgang
mit Patientendaten) erfillen und einen
schnellen und sicheren Proben- und
Datenzugriff erméglichen.

Ohne die Kryokonservierung von Zell-
und Gewebeproben, d.h. die Lagerung
lebender Proben, ist die Anwendung
einer molekularen oder zellularen Bio-
technologie im groBindustriellen MaB-
stab riskant, wahrscheinlich sogar
unmdglich. Das Fraunhofer IBMT mit
seinem Zentrum fir Kryobiotechnolo-
gie ist gegenwartig weltweit die einzi-
ge Forschungseinrichtung, die Tieftem-
peratur-Technologien im industriellen
MafBstab fir die Biotechnologie und
Medizin entwickelt. eurocryoSaar, die
Kryobank am Fraunhofer IBMT, fun-
giert als Referenz-, Forschungs- und
Ruckstellprobenbank sowie Technolo-
giedrehscheibe fir die Forschung und
Wirtschaft in Deutschland und Europa.
Kryotechnologische Neuerungen, die
in der Abteilung Kryobiophysik & Kryo-
technologie am Fraunhofer IBMT ent-
wickelt werden, kénnen sofort und im
industriellen MaBstab in der Kryobank
in Sulzbach erprobt und fur Nutzer
modifiziert werden. Die Forschungs-
bank tragt neben der Funktion als
Bioressource den Charakter einer
Modell- und Demonstrationsbank.

Ausstattung der Kryobank

Aufgrund der erforderlichen Lagertem-
peratur unter —130 °C ist die Kalteer-
zeugung aus elektrischer Energie 6ko-
logisch und 6konomisch gegenwartig
weniger glnstig im Vergleich zur Kih-
lung mit flissigem Stickstoff. Die Zell-
proben durfen allerdings aus Grinden
der Kontaminationsgefahr nicht ohne
dichte Umhullung in den flissigen
Stickstoff eintauchen. Alternativ wer-
den die Proben im Gasraum Uber
einem See aus flissigem Stickstoff in
groBen, aus Edelstahl gefertigten



Behaltnissen, den Kryolagerbehaltern,
aufbewahrt.

In der Fraunhofer-Kryobank eurocryo-
Saar finden Kryolagerbehalter auf
Uber 1 200 m? Stellflache Platz. Die
Behaélter sind in eine vollautomatische,
mehrfach abgesicherte Flussigstick-
stoffversorgung eingebunden. Ein
zweifach redundantes System verhin-
dert die unerwiinschte Uberfillung der
Behalter. Alle stickstofffiihrenden
GefaBe, das sind der groBe Stickstoff-
vorratsbehalter vor der Halle, die Stick-
stoffzuleitungen und die Kryolager-
behalter, sind vakuumisoliert, was den
Verbrauch an Flussigstickstoff und den
Kalteeintrag in die Kryohalle niedrig
halt. Damit ist eine kostenglnstige und
kahlmitteloptimierte Lagerung ein Vor-
teil der Sulzbacher Kryobank und ein
Angebot fir Fremdnutzer zur tem-
poraren Auslagerung von Proben.

In der Kryohalle ist eine Luftungsanla-
ge installiert, die pro Stunde viermal
das gesamte Luftvolumen der Halle
austauscht. Dies ist erforderlich, da die
Kryolagerbehalter aufgrund des einge-
setzten Kuhlverfahrens mit Flissigstick-
stoff bestandig gasformigen Stickstoff
abgeben.

Im normalen Betriebszustand ist dies
vollig unproblematisch, da unsere
Atemluft zu 78% aus Stickstoff
besteht. Alle Raumlichkeiten, in denen
Flussigstickstoff zum Einsatz kommt,
sind mit einer Sauerstoffmangel-Uber-
wachungsanlage ausgestattet. Sollte
bei einem i. d. R. duBerst unwahr-
scheinlichen Storfall vermehrt Stick-
stoff freigesetzt werden und somit
durch die damit verbundene Volumen-
verdrangung der Atemluft der Sauer-
stoffgehalt in einen fir das Bedie-
nungspersonal gesundheitskritischen
Bereich absinken, wird die Luftungsan-
lage auf den doppelten bis vierfachen
Luftdurchsatz geschaltet und die Stick-
stoffversorgung unterbrochen. Gleich-
zeitig gibt das Sicherheitssystem ein
optisches und akustisches Warnsignal.

Die Temperaturverlaufe an den Proben
werden fur den Nutzer protokolliert.
Fir eine qualitatvolle Lagerung von
Lebendproben fir medizinische
Anwendungen sind auch Uber Jahr-
zehnte lickenlose Temperatur-Zeitpro-
file zu fordern, da auch eine kurzzeiti-
ge Erwarmung den Verlust der Zellvita-
litdt und die Wertlosigkeit der Probe
zur Folge haben kann.

Das Fraunhofer IBMT besitzt umfang-
reiche Erfahrung bei der Konzeption
und der Baubegleitung von Kryoban-
ken, wie sie an medizinischen Einrich-
tungen, biologischen Instituten, in der
Pharma- und Biotechnologieindustrie,
fir kommerzielle Kryobanken sowie im
Bereich ¢ffentlicher Sammlungen
bendtigt werden.

Laboreinrichtung

Fur alle im Umfeld der Kryotechnologie
erforderlichen Anwendungszwecke
sind an die Kryobank angegliederte
Labore erforderlich. Das sind zum Bei-
spiel Labore zur Praparation medizini-
scher Proben und Labore fur kontami-
nierte Zellsuspensionen. Hierzu ent-
wickelt das IBMT Mustereinheiten, in
denen Neuentwicklungen verifiziert
und fur den wissenschaftlichen und
industriellen Einsatz angepasst werden.
In den modularen Laboreinheiten fin-
den GMP-Standards und andere Rege-
lungen beim Umgang mit humanem
und tierischem Material Bertcksichti-

gung.

Die eigentliche Behandlung der Zell-
proben erfolgt in den biologischen
Laboren mit S1- bis S2-Sicherheitsstan-
dard. In eigens dafur entwickelten
Laboreinheiten lassen sich Proben cha-
rakterisieren, Kryoprozeduren erpro-
ben, die Zellen hinsichtlich ihrer Vita-
litdt und anderer biologischer und
medizinisch relevanter Parameter
untersuchen und fur die Tieftempera-
turkonservierung vorbereiten.

Vorratsbehalter fur flussigen Stickstoff (25 000 Liter) als
Zentralversorgung fur industriell skalierte Kryobanken.

Vergleich der kleinen herkémmlichen Kryoproberéhrchen
mit den am IBMT entwickelten miniaturisierten und
Memory-Chip-kombinierten Substraten.

Datenbanksystem

Das zu erwartende Probenaufkommen
ist ohne die Hilfe eines auBerordentlich
flexiblen und sich selbst optimierenden
(evolutiven) Datenbanksystems nicht
handhabbar. Einerseits mussen die Pro-
ben in den Kryolagerbehaltern syste-
matisch eingelagert und in krzester
Zeit wiedergefunden werden. Anderer-
seits mussen auch die Daten, die an
den Proben gespeichert sind, aktuali-
siert und in einer externen Datenbank
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R

Steuerzentrale der Kryoforschungsbank mit automatischer Uberwachung und

Versorgung von Kryobehaltern.

gespiegelt werden, damit ein schneller
Zugriff und eine hochsten Anforderun-
gen gentigende Datensicherheit
gewahrleistet werden kdnnen.

Angebote

e Einlagerung von biologischem Mate-
rial far Forschungszwecke

e Erprobung von kundenspezifisch ent-
wickeltem Kryoequipment (Substra-
te, Heiz-/Kihltische, Mikroskope etc.)

e Erprobung von Kryoprozeduren

e Design und Konzeption von Kryo-
banken

e Beratung bei der Modernisierung
vorhandener Kryobanken

e Erprobung von Kryobankkonzepten
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Ausstattung

e Mehr als 1 200 m? Stellplatz fur
Kryobehalter

e 25 000 | Vorratstank fur Flussigstick-
stoff

e \/ollautomatisches Nachfullsystem fur
Flussigstickstoff

¢ Sauerstoffmangeltberwachung

e Vollautomatische Luftungsanlage

e Notstromversorgung

e Einbruchmeldeanlage mit GSM-
Benachrichtigung

e Mehrere physikalische und biologi-
sche Labore (Vorbereitung bis Sicher-
heitsstufe S2)

e Vorbereitung fur Laborcontainer (bei
Bedarf hoherer Sicherheitsstufen)

I
Kontakt

Dr. Frank ObergrieBer
Fraunhofer-Institut fir Biomedizinische
Technik

Kryoforschungsbank

IndustriestraBBe 5

66280 Sulzbach

Telefon: 06897 / 9701-90

Fax: 06897 /9071-99
frank.obergriesser@ibmt.fraunhofer.de



Historie

Startschuss fur die Kryo-Biotechno-
logie im Saarland

Am 29. Oktober 2002 wurde mit der
»Trilateralen Initiative flr die Biotech-
nologie« ein Forschungsbindnis zwi-
schen der Universitat des Saarlandes,
der Hochschule fur Technik und Wirt-
schaft, der saarlandischen Landesregie-
rung und dem Fraunhofer IBMT ins
Leben gerufen, das die Férderung der
molekularen und zelluldren Biotechno-
logie zum Ziel hat. Im Rahmen dieser
Forschungskooperation erhielt auch
die Kryotechnologie maBgebliche
Impulse.

Bereits vor dem offiziellen Start dieser
Initiative wurde vom Wirtschaftsminis-
terium des Saarlandes am Fraunhofer
IBMT die Einrichtung einer Kryobank
durch den Ausbau des Standortes Sulz-
bach geférdert.

Vom Mébellager zum hochmoder-
nen Zellsafe

Vom Beginn der Planung bis zur Einla-
gerung der ersten Kryotestproben ver-
gingen nur 15 Monate. In dieser Zeit
wurde ein ehemaliges Mobellager in
eine hochmoderne und bisher welt-
weit einzigartige Kryobank umgestal-
tet. Von der alten Halle sind nur das
Stahlskelett und die innere Dachflache
erhalten. Das Dach, die AuBenhaut,
der Boden und die gesamten gebaude-
technischen Installationen wurden
durch zeitgemaBe Materialien ersetzt.
Vor der Halle wurde ein groBer Vor-
ratsbehalter fur FlUssigstickstoff errich-
tet, der wegen der technisch einfache-
ren FlUssigstickstoffversorgung auf
einem Beton-Stahlfundament in vier
Metern Hohe steht. Diese Modernisie-
rungsmaBnahmen und die zentraleu-
ropaische Lage mit guter Anbindung
an drei Autobahnen, den Flughafen
und das Eisenbahnnetz bieten eine
ideale Voraussetzung, die Funktion
einer technologischen Drehscheibe
auch auf européischer Ebene zu
spielen.

Unterschrift unter den Vertrag der »Trilateralen Initiative« zur Entwicklung der Biotechnologie im Saarland am 29.
Oktober 2002 in der saarlandischen Staatskanzlei. Zwischen der Fraunhofer-Gesellschaft, den Hochschulen des Saar-
landes, vertreten durch die Universitat des Saarlandes und die Hochschule ftr Wirtschaft und Technik, sowie der Lan-
desregierung wurden die Forderung der Nanobiotechnologie und auch der weitere Ausbau der in Sulzbach befindli-

chen Kryobiotechnologie-Einrichtung beschlossen.

(v.l.n.r. Professor Wolfgang Cornetz (Rektor der Hochschule fur Technik und Wirtschaft), Jirgen Schreier (Minister fur
Bildung, Wissenschaft und Kultur des Saarlandes), Professor Hans-Jirgen Warnecke (Alt-Préasident der Fraunhofer-
Gesellschaft), Doktor Hanspeter Georgi (Wirtschaftsminister des Saarlandes), Professor Margret Wintermantel (Prasi-

dentin der Universitat des Saarlandes).

Am 9. September 2003 stand die Kryo-
halle mit einer Vielzahl neu entwickel-
ter Kryogeratschaften zur Nutzung
bereit. Die Kryobank wurde in einem
Festakt vom saarlandischen Minister-
prasidenten, Peter Muller, vom Prési-
denten der Fraunhofer-Gesellschaft,
Professor Hans-Jorg Bullinger, und dem
Leiter der Abteilung Gesundheit, Bio-
wissenschaften und Nachhaltigkeit im
Bundesministerium far Bildung und
Forschung, Ministerialdirektor Reinhard
Junker, eréffnet.

Bereits im ersten Jahr der Nutzung
besuchten namhafte Wissenschaftler
und Politiker die Demonstrationsbank,
um sich ein Bild von der am IBMT ent-
wickelten Technologie zu machen.

Einen weiteren Hohepunkt in der kur-
zen Geschichte der Kryobank stellte
der Besuch des Bundesprasidenten,
Professor Horst Kohler, am 18. Dezem-

ber 2004 dar. Uber einen Vortrag und
einen Rundgang in Begleitung der
Landesregierung des Saarlandes sowie
lokaler politischer Vertreter lieB sich
der Bundesprasident die Anforderun-
gen der zukinftigen Biotechnologie
und der erwarteten regenerativen
Medizin erldutern und demonstrieren.
Er wirdigte den fortschrittlichen Bio-
technologiestandort Saarland und die
Technologieplattform des Fraunhofer
IBMT.
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Die Kryoforschungsbank eurocryoSaar am Fraunhofer

IBMT. Von der Planung tber die Realisierung ein Beispiel
gelebten Technologietransfers von der Forschung bis in

die Praxis.
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Kryohalle wéhrend der Sanierungsarbeiten der AuBen-
wande und des Halleninnenbereichs.

AuBenansicht der Kryoforschungs- und Demonstrationsbank eurocryoSaar der Fraunhofer-Gesellschaft am Standort
Sulzbach/Saar nach der Fertigstellung.



Symbolischer Knopfdruck zur Inbetriebnahme der Kryoforschungsbank im Rahmen der Besuch von Professor Sir George Radda (MRC, CBE, FRS), Universitat Oxford, am

Einweihungsfeier am 9. September 2003 durch den Ministerprasidenten des Saarlan- 3. September 2004, der in einem Vortrag die Bedeutung der Stammzellablage und die
des, Herrn Peter Muller, den Prasidenten der Fraunhofer-Gesellschaft, Herrn Professor Organisation der Britischen Stammzellbank erlauterte (v.l.n.r.: der Ministerprasident des
Hans-J6rg Bullinger, und den Leiter der Abteilung Gesundheit, Biowissenschaften und Saarlandes, Peter Mdller, der Griindungsdirektor des IBMT, Professor Klaus Gersonde,
Nachhaltigkeit im Bundesministerium fur Bildung und Forschung, Herrn Ministerialdi- Sir George Radda und die Prasidentin der Universitat des Saarlandes, Professor Margret
rektor Reinhard Junker. Wintermantel).

Besuch des Bundesprasidenten, Professor Horst Kohler, in Begleitung der saarléndischen Landesregierung, am 18. Dezember 2004 in der Kryoforschungsbank. Das Bild einer GroBe
von 2,5 MByte wurde wéhrend des Besuches aufgenommen und zur Demonstration der Tieftemperaturtauglichkeit der am Fraunhofer IBMT entwickelten Elektronik finfzig Mal in
elektronische Speicherchips, die sich im flissigen Stickstoff befanden, abgelegt und wieder ausgelesen. Wie das Bild zeigt, blieb die Datenmenge und damit die Qualitat des Bildes
unverandert.

(v.l.n.r.: Jrgen Schreier (Minister fur Bildung, Wissenschaft und Kultur des Saarlandes), Hans-Werner Zimmer (Blrgermeister der Stadt Sulzbach), Professor Gunter Fuhr (Direktor
des Fraunhofer IBMT), Frau Eva Luise Kohler, Professor Horst Kohler (Bundesprasident), Frau Astrid Gerke-Mdller, Peter Mller (Ministerprasident des Saarlandes), Hans Ley (Prasi-
dent des saarlandischen Landtages).
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Ausstattung, Angebote & Produkte

Kryobiophysik & Kryotechnologie

Ausstattung & Angebote

e Tieftemperatur-Lagersysteme (bis
— 196 °C) mit medizinischer Zulas-
sung

* Mikrokryosysteme

e Modifizierte, programmierbare Ein-
frier-Automaten fur biologische,
materialwissenschaftliche und elek-
tronische Applikationen

e Zellbiologisches Labor

e Modifizierte Forschungsmikroskope

e Invertiertes Kryomikroskop (Eigenent-

wicklung, Peltier-basiert)

e Kombiniertes Reflexions-/Rasterkraft-
mikroskop fur Messungen biologi-
scher Objekte in wassriger Umge-
bung

e Test-Equipment (digital/analog) fur
Tieftemperatur-Elektronik

e Tieftemperatur-Messkammer fur
Elektronik-/Materialtests

e Thermographiesystem (Temperatur-
messbereich —20 °C bis 250 °C)

e Mikropipettiersystem/Automatisie-
rungsplattform

e »Chameleonlab«-basiertes Labor-
management

* Hochgeschwindigkeitskamerasystem
fir mikrotropfenbasiertes Einfrieren

e Infrarotlasersystem

e Standard-Kryomikroskope

e Tieftemperaturtaugliche Flash-
Speichersysteme (lieferbar)
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Elektronik zum multiplen Betrieb von tieftemperatur-
tauglichen elektronischen Speichersystemen. Die Abbil-
dung zeigt einen Zugriff auf Flash-Speicher, die im flus-
sigen Stickstoff (-196 °C) betrieben werden kénnen.
Das IBMT bietet derartige Memory-Chips auch fur
andere Anwendungen an.

Biomedizinische Ultrahochgeschwindigkeitsfotografie
zur Optimierung von Schutzverkapselungen fur Zellen
fur die Kryokonservierung.

Tieftemperatur-Messtechnik und Teststation fur Tief-
temperaturspeicher.

VerschweiBgerat fur Proben. Das Gerat verschlieBt die
mit einer Folie oder einem Deckel verschlossenen Sub-
strate dauerhaft und robust durch thermisches Ver-
schweiBen, ohne die Proben starker als ein Grad zu
erwarmen.

Neuartige, platzsparende Kryosubstrate.



Kryoequipment & Kryorobotik

Ausstattung & Angebote

e Computergesteuerte Einfrier-Auto-

maten

e Kryotank-Entnahmesysteme

e Probenhandling und Schleusen-
systeme

e Kaltgasgerate

e Kryotransportbehalter
(Eigenentwicklungen)

e 20-Kanal-Kryo-Temperaturmess-
systeme

e Kryoroboter zum Probenhandling

e LN,-Fillstand-Ultraschall-Mess-
systeme

Universelle Haubentechnik zum Arbeiten unter trocke-
ner Stickstoffatmosphéare und im Temperaturintervall
zwischen =196 °C und +40 °C. Low-Cost-Gefrier-
automat.

Nachwuchsgruppe »Kryo-Nanobiotechnologie« des BMBF

Ausstattung & Angebote

e Mikroverkapselungsanlage (Crystal-
Gun-Prinzip)

¢ »Freezing-Spin-Coater« fur das Frie-
ren ultradinner Schichten (Eigenent-
wicklung)

e Infrarotlasersystem fur das hoch-
lokalisierte und hochdefinierte Erwar-
men dUnner Schichten

Am IBMT entwickelter Einfrierautomat zum computer-
gesteuerten Einfrieren und Auftauen von Proben. Das
System ist hochgenau, arbeitet leise und ist auf die
Erfordernisse der miniaturisierten Proben optimal
angepasst.

Verkapselungsanlage mit Crystal-Gun fur die Alginat-
Verkapselung als extrazelluldres Kryoprotektivum.
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Kryoforschungsbank

Ausstattung & Angebote

Die Forschungs- und Demonstrations-
kryobank ist durch die folgenden Aus-
stattungsmerkmale gekennzeichnet:

e Tieftemperaturlagersysteme (=130
bis =196 °C) mit medizinischer Zulas-
sung

e Programmierbare Einfrierautomaten

e Zellbiologisches Labor

e CO,-Inkubator

e Nanoplotter

e Ultratiefkhltruhe mit Kohlendioxid-
NotkUhlung

e Sterilwerkbank

e Zellkulturmikroskop fur Hellfeld-,
Phasenkontrast und variablen Relief-
kontrast sowie Fluoreszenz

e Hochsicherheitscontainer

e Fileserver mit RAID-System

e Test- und Entwicklungsserver

¢ Datenbankserver mit RAID-Systemen
und LTO-Bandlaufwerk

e Sauerstoffmangeltberwachung

e Einbruchmeldeanlage

e Notstromaggregat 15kVA

e Vorratstank fir 25 000 Liter FlUssig-
stickstoff
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Konzeption und Design von Kryokleinstbanken fir bio-
logische und medizinische Anwendungen.
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Konzeption und Design von industriell skalierten
Kryobanken.

Die gesamte Kryobank wird von einer Zentrale aus
Uberwacht. Hier laufen alle Signale der Kryolagerbehél-
ter, der Alarmanlage, der Videotberwachung und der
Luftungsanlage zusammen.

Die Kryolagertanks befinden sich in einem Sicherheits-
bereich. Nur wenige Mitarbeiter haben hier Zugang.

Die Kryolagerbehaélter sind in ein vollautomatisches
Uberwachungs- und Befillsystem eingebunden. Jeder
Kryolagerbehdlter ist mit einem Uberwachungs-PC aus-
gestattet.



In den biologischen Universallaboren werden die Zell- Der Aufbau des Kryolabors orientiert sich am Durchlauf
proben unter sterilen Bedingungen in die LagergefaBe der Proben in der Kryobank. Somit kann ein hoher Pro-
verfullt und versiegelt. bendurchsatz erreicht werden.

Fur die manuelle oder auch automatische Befullung der
KryolagergefaBe stehen Sterilbénke und Prozessauto-
maten zur Verfigung.
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Zusammenfassung der Dienstleistungen am
Zentrum fur Kryobiotechnologie

1. Kontrollierte und dokumentierte Ablage von Proben
Sie besitzen eine eigene Kryobank. Dringend erforderliche
Kapazitaten werden durch wenig genutzte Backups oder
Reserveproben blockiert. Wir lagern fir Sie in einer der
modernsten Kryobanken, in lhren oder in unseren Behaltern,
lhre Proben ein. Sie erhalten eine vollstandige Dokumentati-
on und Uberwachungsprotokolle bei garantiert sach-
gemaBer und zugangsreglementierter Handhabung und
lickenloser Verwaltung.

2. Anlage eines Sicherheitsdepots

Sie besitzen besonders wertvolle, nicht ersetzbare Bioproben.
Die Lagerung an einem Ort wird mit steigender Probenzahl
immer riskanter. Wir legen fir Sie eine Sicherheitsbank, ggf.
in einer Hochsicherheitstankkonfiguration an. Sie haben
jederzeit Zugriff und datengeschitzten Zugang Uber unsere
Kundendatenbank. Das IBMT ist fihrend auf dem Gebiet des
geschitzten Datentransfers im Bereich der ambulanten und
klinischen Medizin. Eine Expertise, die wir in die Kryotechno-
logie einbringen. Unser Markenzeichen ist PaDok®.

3. Modernisierung einer vorhandenen Kryobank

Sie besitzen eine Kryobank konventioneller Technologie und
wollen diese modernisieren. Wir bieten Ihnen vorhandene als
auch spezifisch fir Ihre Anwendung zu entwickelnde Kryosub-
strate, Kryoequipment, Kryoautomaten und Kryodatenbanken
an. Wir schaffen durch den Einsatz miniaturisierter Substrate
mit integrierten elektronischen Speicherchips freie Kapazitat,
Verwechslungssicherheit der Proben und raschen Zugriff.

4. Aufbau einer eigenen Kryobank

Sie haben sich entschlossen, eine eigene Kryobank aufzu-
bauen und benotigen sachkundige Unterstlitzung bei der
Planung, dem Bau und der Entwicklung der Bank an lhrem
Standort. Wir betreuen Sie aus technischer, administrativer,
biologischer und medizinischer Sicht. Auf Wunsch erstellen
wir Ihnen spezifische Plane fur Ihre Fragestellungen und
erlautern Ihnen die Vorteile der am Fraunhofer IBMT ent-
wickelten Kryotechnologie vom zerlegbaren Substrat Uber
die definierte Temperaturprofilerfassung bis zum Auftauen
der Zellen. Ihre Bank wird flr langere Zeit zu den moderns-
ten der Welt gehéren. Unser Angebot reicht von der Klein-
bank im ambulanten Bereich Gber Forschungsbanken bis zu
industriellen GroBbanken.

5. Anlage einer Sammlung

Sie wollen eine Sammlung anlegen, scheuen jedoch die
kostenintensive Installation und den permanenten Betrieb
einer Kryobank. Wir stellen lhnen Flache und Behalter zur
exklusiven Nutzung zur Verfligung. Wenn Sie es wiinschen,
Ubernehmen wir auch lhre Kryotanks komplett. Wir installie-
ren lhnen eine problembezogene Datenbank mit kun-
denspezifischer Verwaltung, Suchportal etc.
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6. Losung kryomedizinischer und kryobiologischer
Aufgaben

Sie wollen ein bestimmtes Zellmaterial lebend ablegen.
Dabei treten technische oder biologische Schwierigkeiten
auf. Wir stellen Ihnen hochqualifiziertes, interdisziplinar
geschultes Personal zur Verfligung. Uber das IBMT-Zentrum
fir Kryobiotechnologie und das Kompetenzzentrum MOTIV
suchen wir im Rahmen schrittweise zu absolvierender For-
schungs- und Entwicklungsprojekte nach einer Lésung fir
Sie.

7. Referenzen

Sie bendtigen eine sachkundige, neutrale Bewertung lhrer
Proben oder Verfahren mit Bezug zur Kryotechnologie. Wir
testen und prifen lhre Proben, Methoden und Verfahren
nach den hochsten verfigbaren Standards und erstellen
Prifberichte, auf die Sie sich stiitzen konnen. Sie erhalten
Hinweise Uber Probleme und, wenn mdglich, Lésungsvor-
schlage.

8. Datenbankentwicklung und —anpassung

Sie bendtigen fir den Auf- oder Umbau lhrer Kryobank ein
adaquateres und flexibleres Datenbanksystem, das den
Anforderungen hinsichtlich eines schnellen, datengeschiitz-
ten und verwechslungssicheren Zugriffs gentigt. Wir ent-
wickeln in Zusammenarbeit mit Ihnen und/oder externen
Partnern ein auf lhre Bedurfnisse zugeschnittenes Daten-
banksystem.

9. Offentlichkeit und wissenschaftliche Kontakte

Die Fraunhofer-Gesellschaft hat einen hohen gesellschaftli-
chen und wissenschaftlichen Stellenwert sowie internationa-
le Kontakte zur Industrie und Forschung in allen Kontinen-
ten. Als Partner der Fraunhofer-Gesellschaft beweisen Sie
nicht nur Ihr Engagement fur Wissenschaft und Forschung,
sondern erhalten Kontakte und Informationen, die ansons-
ten nur schwer zu bekommen sind. Mit Gber 11 000 Ange-
stellten, Ingenieuren und Wissenschaftlern ist die Fraunho-
fer-Gesellschaft ein wichtiger Wirtschaftsfaktor. Uber uns
haben Sie hohe Kontaktchancen zu Entwicklern und poten-
ziellen Kunden.



Fraunhofer-Kryotechnologieplattform

Kryobiophysik Kryosubstrate Kryoequipment Kryobank-Design

Verstandnis fraktionierbar Befullsysteme Konzeption

Optimierung miniaturisiert Heiz-Kuhltische Automatisierung
Dokumentation verwechslungssicher Kryomikroskope Datenbanken
der Einfrier- und automatisierbar Transportbehalter Probenverwaltung
Auftauprozesse intelligent Kryotanks Sicherheit

Fraunhofer-Institut fiir Direktor Kryobiophysik & Kryotechnologie eurocryoSaar
Biomedizinische Technik (IBMT) Prof. Dr. Glinter R. Fuhr Prof. Dr. Heiko Zimmermann Dr. Frank ObergrieBer

Ensheimer StraBe 48 Telefon 06894/980-100 Telefon 06894/980-257 IndustriestraBBe 5
66386 St. Ingbert Fax 06894/980-110 Fax 06894/980-400 66280 Sulzbach

guenter.fuhr@ibmt.fraunhofer.de  heiko.zimmermann@ Telefon 06897/9071-90
http://www.ibmt.fraunhofer.de ibmt.fraunhofer.de Fax 06897/9071-99

frank.obergriesser@
ibmt.fraunhofer.de
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Maoglichkeiten der Unterstitzung gemeinnttziger
Sammlungen — Kryotankspende & Patenschaft

Bereits tiber Tankspenden finanzierte 1 400 I-Kryotanks in der Kryoforschungsbank in Sulzbach. Auf Basis der neuen
Technologie kédnnen mehr als 100 000 Lebendproben isolierter Zellen in einem Tank abgelegt werden.
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Eine der wichtigsten Aufgaben unserer
Generation ist die Anlage von Lebend-
sammlungen zur Bewahrung und
unverfélschten Weitergabe der vorge-
fundenen einzigartigen biologischen
Artenvielfalt an unsere Kinder und Kin-
deskinder. Neben der Technologieent-
wicklung und Erarbeitung kryobiophy-
sikalischer Grundlagen legt das Fraun-
hofer IBMT daher auch wissenschaftli-
che Sammlungen gefahrdeter oder sel-
tener Organismen an. Diese Aktivitat
kénnen Sie durch eine Spende oder die
Finanzierung eines Kryotanks unter-
statzen.

Zellsammlungen fur die Zukunft

Wir kdnnen nicht alles, was die Natur
bietet und der Mensch verandert, fir
die nachfolgenden Generationen
dokumentieren und archivieren. Der
Weg in das Zeitalter der Genetik und
der autologen Medizin erfordert
jedoch eine moglichst Itickenlose Erfas-
sung der Biosphare, einmal aus wissen-

schaftlicher Sicht sowie aus Sicher-
heitsgriinden, zum anderen als Reser-
ve, aber auch als Lebendablage fur
spatere Nutzungen. Die vollstandige
Datenerfassung eines noch so kleinen
Organismus ist bisher noch nicht még-
lich. Sie gelingt zur Zeit nur, wenn
reprasentative lebende Zellen, isoliert
aus dem Gewebe oder dem Blut unter
Aufrechterhaltung der Vitalitat einge-
froren werden. Die am Fraunhofer
IBMT entwickelte, mikrosystembasierte
Kryotechnologie in einer industriell
skalierten Musterforschungsbank
ermoglicht es nun, Lebend-Zellsamm-
lungen in Form von Zellsuspensionen
und kleinsten Gewebeteilen von
erheblichem Wert fir uns und kinftige
Generationen anzulegen und kosten-
gunstig zu verwalten. Mit Hilfe derarti-
ger Lebendproben sind Veranderungen
im Erbgut, der molekularen Ausstat-
tung von Zellen, an Organellen oder
auch der Ursprung von Krankheiten
des Menschen, der Tiere oder Pflanzen
zurlckverfolgbar und somit wesentlich
schneller und effektiver erkenn- und
korrigierbar. Auch die durch Wissen-
schaftler veranderten Zellen kénnen so
bewahrt, hinterlegt und weltweit ver-
fligbar gehalten werden. Die Kryo-
bank-Technologie wird ohne Zweifel
einen der Grundpfeiler der zukinftigen
Biotechnologie, der Pharmakologie
und der Medizin und damit des Wohl-
standes und der Sicherheit unseres
Landes bilden.

Trotz der enormen Kostenreduktion
durch den Einsatz mikrosystemgestutz-
ter, intelligenter Kryosubstrate und
automatisierbarer Kryobankablaufe
wirft der parallele Aufbau derartiger
unikaler, fir spatere Generationen
essenzieller Lebendzellsammlungen
Initialkosten auf, die von einem ge-
meinnltzigen Forschungsinstitut wie
dem IBMT nicht vollstandig alleine
getragen werden koénnen.

Zur Anlage von Bioressourcen der
Zukunft rufen wir Unternehmen,
Organisationen — aber auch Privatper-



sonen — auf, einen Beitrag zur Forde-
rung der Biowissenschaften, insbeson-
dere im Bereich der molekularen und
zelluldren Biotechnologie, der Medizin,
des Umweltschutzes und der Doku-
mentation der Biosphdre fur unsere
Kinder zu leisten. Engagieren Sie sich
fur die Biowissenschaften des Saarlan-
des.

Legen Sie durch eine Tankspende
den Grundstock fir eine Lebend-
sammlung, werden Sie Kryotank-
pate!

Behalterpatenschaft:

Jeder Kryotankpate erhélt eine Spen-
denbescheinigung der Fraunhofer-
Gesellschaft und eine Griindungspla-
kette der Forschungskryobank des
Fraunhofer IBMT. Die Spende ist ein-
malig, Folgekosten entstehen fir Sie
nicht. AuBerdem wird im Besucherflur
der Kryobank eine Messingplakette mit
dem Namen bzw. der Firma des Spen-
ders angebracht.

Folgende Tankfinanzierungen werden
empfohlen:

gesamter Behalter 20.000,00 €
1/2 Behalter 10.000,00 €
1/4 Behalter 5.000,00 €

Zu jedem Behalter, den Sie finanzieren,
tragt das Fraunhofer-Institut flr Biome-
dizinische Technik weitere 30 % der
Kosten flr den sofortigen Anschluss
und die Nutzung in der Kryobank bei.

Kryosammlungen dieser Art stehen
in direkter Traditionsfolge mit den
»Wunderkammern« der Renais-
sance, den Naturkundemuseen und
den zoologischen Garten. Leisten
Sie einen wichtigen Beitrag zur For-
derung der Forschung und zum
Aufbau wertvoller Zellsammlun-
gen, den Bioressourcen der
Zukunft, durch lhre Beteiligung an
einer Lebendsammlung neuer
Dimension.
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So finden Sie uns

Auto

Autobahn A 6 / Ausfahrt

St. Ingbert-West, links abbiegen in
Richtung Flughafen Saarbricken-
Ensheim, nach der Ampel links
abbiegen in Richtung St. Ingbert-
Sud (Ensheimer StraBe), nach ca.
1,5 km liegt das Institut auf der
linken Seite

Autobahn A 1/ bis Autobahn-
kreuz Saarbricken, weiter Richtung
Karlsruhe/Mannheim auf der A 8
bis Autobahnkreuz Neunkirchen,
weiter in Richtung Saarbriicken auf
derA6

Autobahn A 8/ bis Autobahn-
kreuz Neunkirchen, weiter in Rich-
tung Saarbrticken auf der A 6

Autobahn A 4/ bis Autobahndrei-
eck Saarbriicken, weiter in Rich-
tung Mannheim auf der A 6

Bahn

ab Saarbricken-Hbf. mit dem Taxi
ca. 15 Minuten; mit dem Bahnbus
oder mit dem Zug bis Bahnhof

St. Ingbert, von dort mit dem Taxi
ca. 1 Minute oder

zu FuB ca. 5 Minuten

Flugzeug

ab Flughafen Saarbriicken-Ensheim
mit dem Taxi 5-10 Minuten




eurocryoSaar

IndustriestraBe 5

66280 Sulzbach

Dr. Frank ObergrieBer

Telefon: 06897 / 9071-90
Fax: 06897 /9071-99
frank.obergriesser@
ibmt.fraunhofer.de
http://www.ibmt.fraunhofer.de
http:/Awww.eurocryo.de

So finden Sie uns

Auto

Aus Richtung Kéln / Koblenz / Trier
ber die Autobahn A 1

Aus Richtung Frankreich (Paris /
Metz) Uber die Autobahn A 6

Aus Richtung Luxemburg tber die
Autobahn A 623

Aus Richtung Mannheim / Kaisers-
lautern / Karlsruhe Uber die Auto-
bahn A 6

Aus Richtung Zweibrticken / Pirma-
sens Uber die Autobahn A 8

Autobahn A 6 Richtung Saar-
briicken, Ausfahrt St. Ingbert-West,
Hinweisschild: Richtung Sulzbach
(ca. 6 km) folgen, vor Sulzbach
Abfahrt ,Industriegebiet Neuwei-
ler” nehmen, dem Hinweisschild
,Fraunhofer-Institut” folgend unter
der Brucke durchfahren, erste
Maéglichkeit rechts, Hinweisschild
LFraunhofer-Institut”, nach 10 m
rechts abbiegen, rechter Hand: Ein-
fahrt durch blaues Doppelfligeltor

Bahn

ab Saarbricken-Hbf. mit dem Taxi
ca. 20 Minuten

Flugzeug

ab Flughafen Saarbriicken-Ensheim
mit dem Taxi 10 Minuten
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