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Anforderungen

Was sollten die Probenbehalter kbnnen?
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Anforderungen

Was sollen die Probenbehalter kbnnen?

— Einfache Handhabung - Einfach zu schliel3en & 6ffnen, Fullstandserkennung, Ruckverfolgbarkeit
— Wirtschatftlichkeit (Verfuigbarkeit und Preis)
— Automatisierbarkeit (z.B. SBS Racks und Tubes)

— Probe soll sich nicht verandern - (Langzeit-)Bestandigkeit des Materials
— Chemisch bestandig gegen z.B. EtOH, DMSO, Sauren/ Basen, Puffer, etc.
— Biologische Bestandigkeit (keine Interaktion mit Probenmaterial)
— Frei von Leachables / Extractables & RNA / DNA
— Kontaminationsfreiheit - maoglichst dicht gegen Partikel/ Gasmolekile
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Einflusse auf die Probenbehalter wahrend...

— Tiefkdhltruhe — (mehrfaches) Einfrieren und Auftauen
— Temperaturen ca. —80°C bis -85°C der Proben

— S“Ckstoﬂ:lagertank — Ca. _18OOC b|S ca. 37OC
— Temperatur ca. —150°C bis —=180°C — Transport (Flugzeug, Strafle)

— ggf. Unterdruck

— Temperaturen von —80°C (Trockeneis)
bis +50°C

— CO,-Umgebung

— LN, oder GN,-Umgebung
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23.09.2024

Priufmethoden

Was haben wir am ILK Dresden gepruft?

Und was kdnnten wir noch prufen?
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Prifmethoden

Was prufen wir am ILK Dresden?
— Dichtheit / Transportsicherheit
— Gravimetrischer Dichtheitsnachweis (IATA-Test)

— Dichtheit gegen CO, beim Transport auf Trockeneis

— (Tieftemperatur)-Permeation / Dichtheit gegen GN2 bei der Lagerung im Stickstofftank

— Mechanische/ Thermische Stabilitat

— Thermische Wechselbelastung (ktinstlichen Alterung durch erhohten Stress fur das Material)

— Chemische Stabilitat
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Prifmethoden A

Gravimetrische Dichtheitsprifung (IATA-Test)

— IATA/ U.S. Code of Federal Regulations (CFR), Title 49 — Transportation & ADR
- Flugtransport bzw. Transport auf der Stral3e

— Nachweis der Dichtheit des Probenbehélters im Temperaturbereich von -40°C bis +55°C bei einer Druckdifferenz von 95 kPa
— ABER: fehlende Definition von Dichtheit

— Befillen der Kryoréhrchen mit einem farbmarkierten Testfluid & Vorkihlung von =40 °C
— Vakuumprifkammer mit konstanter Erwarmung auf 55°C bei einem Differenzdruck von 99 kPa

— Sichtprtfung und Berechnung des Masseverlustes: Bestimmung von Leergewicht, Einwaage und Rickwaage
— Definition als ,dicht® bei < 0,1 % Masseverlust
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Prifmethoden

Gravimetrische Dichtheitsprifung (IATA-Test)
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Ergebnisse der gravimetrischen Dichheitsprifung fur Réhrchen Typ E3

Lagerbestandigkeit von Kryordéhrchen / Biobanken Symposium, Berlin



Prifmethoden

Dichtheit gegen CO, beim gefrorenen Transport

— Verwendung von Trockeneis fur z.B. Blutbestandteile (FFP (Fresh Frozen Plasma), Blutplasma, Biopsien, etc.)

— Sublimation des CO, - akkumuliert im Headspace - CO, diffundiert beim Tauen in die Probe und reagiert zu
Kohlenséaure

— pH-Wert-Anderung fuhrt zu Beeinflussung/ Degradation der Probe

— Beflllen der Kryoréhrchen mit einem CO,-Absorptionspuffer und definiertes Einfrieren der befillten R6hrchen
— Probeninkubation fur 24 Stunden unter Trockeneis - Tauen und Lagern bei 5°C bis zur Auswertung

— Ermittlung des CO,-Gehaltes aus dem pH-Wert Uber Kalibrierfunktion

— Elimination des Einflusses von atmosphéarischen CO, durch nicht in Trockeneis inkubierten Vergleichsprobe
— Definition von ,,dicht” bei <1 pg/ml CO,-Gehalt
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Prifmethoden

Dichtheit gegen CO, beim gefrorenen Transport
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Prifmethoden A

Thermische Wechselbelastung

Ersetzen der Echtzeitlagerung durch mehrfache thermische Wechselbelastung analog dem
Prinzip der beschleunigten Lagerung bei Polymeren

— Temperaturbereich: =190 °C < T <120 °C (150°C)
— Kuhlrate bis zu 60 K/min, Heizrate bis zu 10 K/min
— Optimierte Luftfhrung: AT < 8 K (Lufttemperatur)

— 50-facher Temperaturwechel von =190 °C < T < +37 °C mit einer Rate von 3 K/min
— fanf Zyklen mit Medium und direktem LN2-Kontakt und Erwarmung fur 30 min bei 40 °C

— 20 Zyklen ohne Medium mit direktem LN2-Kontakt und Erwarmung bei 70 °C
Umgebungstemperatur bis zu einer Temperatur am Tube von ca. +25 °C
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Priufmethoden "

Permeation bei Kaltgaslagerung

Messung der Gasdichtheit des Dichtsystems und der Permeation durch das Material
des Probenbehaltnisses

— Verschluss der Probenbehélter unter Inertgas (CO.,) in einer Glovebox
— Definierte Verweildauer im Stickstofftank (Lagertank) - 24h / 72h / 168h
— Entnahme von 100 pL bis 200 pL Gas

— Bestimmung der Gehalte an Sauerstoff und Stickstoff im Tube
— Gaschromatograf mit Warmeleitdetektor
— 1:50 Split Uber eine Carboxen-Saule bei 40°C

— Auswertung erfolgt peakflachenbezogen
— Als Referenzwert dient die Zusammensetzung der Umgebungsluft
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Thermisches Fugen A

Verschweilden von Probenbehaltern

Das thermische Fugen der Kryoréhrchen basiert auf dem Fixierung
Verschlussprinzip fur Straws

— kurze definierte Warme- und Druckeinwirkung
— Probenbehalter und Deckel mit Flanschen versehen Flansche

— Deckel und Rohrchen werden mit einer am ILK Dresden Heizelement
entwickelten Apparatur verschlossen.

Deckel

Korpus

— Kryor6hrchen wird durch einen beheizbaren, konischen Metallring
gedrickt

— Temperatur des Metallrings zwischen 410K und 435K

— Die Prufung der gefligten Kryorohrchen erfolgte analog zu
marktverfligbaren Kryovials
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Ausgewahlte Ergebnisse

Lagerbestandigkeit von Kryordéhrchen / Biobanken Symposium, Berlin

15



Die Ergebnisse sind groltenteils anonymisiert, um keinen der Hersteller zu diskreditieren. Gleiche
Bezeichnungen bezeichnen das gleiche Produkt (Rohrchentyp).

Eine Ausnahme bilden die Ergebnisse der am ILK entwickelten Probenbehalter, welche vollumfanglich
dargestellt werden.
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Ergebnisse A

Gravimetrische Dichtheitsprifung (IATA-Test)

_ Relativ groRRer Anteil dichter Packmittel Tvp Bestanden
[%0]

— Grundsatzlich gibt es tendenziell sehr A unbehandelt
geringe Masseverluste (keine ,leeren
R6hrchen®)

100

unbehandelt 100
gelagert seit 2009 100

C1 unbehandelt 31,3
unbehandelt 100
E1l unbehandelt 97,9

E2 unbehandelt 100
N unbehandelt 98
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Ergebnisse

Gravimetrische Dichtheitsprifung (IATA-Test)

— Relativ grol3er Antell dichter Packmittel

— Grundsatzlich gibt es tendenziell sehr
geringe Masseverluste (keine ,leeren
Rohrchen®)

— Die vorher gefrorenen Pruflinge
sind teilweise minimal schlechter

23.09.2024
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o | swe [ S

unbehandeh

_ 50x zykliert
= unbehandelt
IR gelagert seit 2009
E 50x zykliert
& unbehandelt
50x zykliert
I unbehandelt
B 50x zykliert
=T unbehandelt
unbehandelt
3

unbehandelt

100
100
100
100

99
31,3
60,4

100
96,9
97,9

100
98
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Ergebnisse

Gravimetrische Dichtheitsprifung (IATA-Test)

— Relativ grol3er Antell dichter Packmittel

— Grundsatzlich gibt es tendenziell sehr
geringe Masseverluste (keine ,leeren
Rohrchen®)

— Die vorher gefrorenen Pruflinge
sind teilweise minimal schlechter

— Vereinzelt ungeeignete Behalter,
zumindest nach dieser Prifmethode

— Typen A, B, D und E2 perfekt

23.09.2024

Bestanden
T

A unbehandelt 100
_ 50x zykliert 100
2 unbehandelt 100
IER gelagert seit 2009 100
= 50x zykliert 99
@ unbehandelt 31,3
50x zykliert 60,4
I unbehandelt 100
0 50x zykliert 96,9
=T unbehandelt 97,9

unbehandelt 100
L J ]

unbehandelt 98
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Ergebnisse

Dichtheit gegen CO,

— Grundsatzlich geringer Prozentsatz dichter
Priflinge

— A, B und D (perfekt bei IATA) hier schlecht
— E2 hingegen perfekt

23.09.2024

VP bestanden [%]

Unbehandelt 0

L

B unbehandelt 22,9
_-- gelagert seit 2009 18,7
L

Unbehandelt 0
Unbehandelt 91,7
Unbehandelt 0
I unbehandelt 1,7
Unbehandelt 4,2
unbehandelt 100
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Ergebnisse

Dichtheit gegen CO,

— Grundsatzlich geringer Prozentsatz dichter Typ bestanden [%]
A

Priflinge Unbehandelt 0

I 50x zykliert 0
=2 unbehandelt 22,9
IR gelagert seit 2009 18,7
= 50x zykliert 93,8
50x zykliert 0
Unbehandelt 0
Unbehandelt 91,7
Unbehandelt 0
I unbehandelt 1,7
B 50x zykliert 97,9
Unbehandelt 4,2
unbehandelt 100

— A, B und D (perfekt bei IATA) hier schlecht
— E2 hingegen perfekt

— Verschiedene Probenbehélter des gleichen
Herstellers (C, E) erzielen sehr unterschiedliche
Ergebnisse
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Ergebnisse

Dichtheit gegen CO,

— Grundsatzlich geringer Prozentsatz dichter
Priflinge

— A, B und D (perfekt bei IATA) hier schlecht
— E2 hingegen perfekt

— Verschiedene Probenbehélter des gleichen
Herstellers (C, E) erzielen sehr unterschiedliche
Ergebnisse

— Grundsatzlich relativ grol3e
Dichtheitsunterschiede zwischen frischen
(nativen) und zyklierten Behaltern

— Vorher mehrfach gefrorene Priflinge
schneiden besser ab

23.09.2024

VP bestanden [%]

Unbehandelt 0

A

I 50x zykliert 0
= unbehandelt 22,9
IR gelagert seit 2009 18,7
= 50x zykliert 93,8
50x zykliert 0
Unbehandelt 0
Unbehandelt 91,7
Unbehandelt 0
I unbehandelt 1,7
B 50x zykliert 97,9
Unbehandelt 4,2
unbehandelt 100
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Ergebnisse

Veranderungen durch LN2 Kontakt

— Gravimetrischer Dichtheitsnachweis
(IATA-Test) vor und nach thermischer
Wechselbelastung

23.09.2024

— Thermische Wechselbelastung

Gewinde- Bestanden Bestanden nach
137¢ [%0] LN2 [%]
0,0

64,6 ,
85,4 75,0

IG 100,0 60,4
AG 76,0 76,0
AG 60,0 4,0
AG 100,0 92,0
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Ergebnisse

Veranderungen durch LN2 Kontakt — Thermische Wechselbelastung

— (f;\?_\grr]retrlischer DlghthellqtstrrllaCh\{Velﬁ T Gewinde- Bestanden |Bestanden nach
( -Test) vor und nach thermischer yp typ [%6] LN2 [%]

Wechselbelastung

1G 64,6

— Teilweise eklatante Undichtheiten

AG 85,4 75,0
nach LN2-Kontakt IG 100,0 60,4
AG 76,0 76,0
AG 60,0 4,0
AG 100,0 92,0
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Ergebnisse

Veranderungen durch LN2 Kontakt — Thermische Wechselbelastung

— Gravimetrischer chhtheltsnach\{vels . Bestanden  |Bestanden nach
(IATA-Test) vor und nach thermischer Typ ; )
typ [%] LN2 [%]
Wechselbelastung
— Teilweise eklatante Undichtheiten IG 64,6
AG 85,4 75,0

nach LN2-Kontakt

IG 100,0 60,4

— Bei Hersteller C deutliche Unterschiede AG 76,0 76,0
zwischen Innengewinde/AulRengewinde AG 60,0 4,0
AG 100,0 92,0

— Grundsatzlich keine besseren Ergebnisse
fir einen der Gewindetypen
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Ergebnisse

Permeation bel Klatgaslagerung (GN2-Permeation)

— Vollig unterschiedliches Verhalten der beiden getesteten
Probenbehalter

— Blindwert (Kreis) bleibt im Rahmen der
Messungenauigkeit auf niedrigem Niveau stabil

— Behalter | (Dreieck) erreicht noch kein
Gleichgewicht

— Behalter Il (Viereck) scheint im Rahmen der
Messunsicherheit stabil auf niedrigem Niveau

Anteil Luft im Behalter [%0]

7
6
5
4
3
2
1
0

0 50 100 150 200
— Methode erlaubt Aussagen zum Permeations- und Inkubationszeit [h]

Dichtverhalten bei Kaltgaslagerun
9 9 9 e Blindwert  Behdalter Typ| A Behélter Typ Il
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Ergebnisse

Thermisch gefligte Probenbehalter

— Alle gefugten Behalter bestehen den ,normalen®
Gravimetrischen Dichtheitsnachweis (IATA-Test)

— Die Ergebnisse der Prifung nach dem 5-maligen
Kontakt mit LN2 sind sehr stark von der
Flgetemperatur abhéangig

— Optimum bei 425K Fugetemperatur

— Zyklieren vor Beflllung hat keinen messbaren
Einfluss

23.09.2024

bestanden [%]

100 A A A A A
90 . *
80 . .

70

60

50 @ .

40 .
30

20

10

410 415 420 425 430 435 440
Temperatur beim Figen [K]

A Gravmetrischer Dichtheitsnachweis
¢ Gravimetrischer Dichtheitsnachweis nach 5x LN2-Kontakt
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Ergebnisse

Thermisch gefligte Probenbehalter

— Alle gefugten Behalter bestehen den ,normalen®
Gravimetrischen Dichtheitsnachweis (IATA-Test)

— Die Ergebnisse der Prifung nach dem 5-maligen
Kontakt mit LN2 sind sehr stark von der
Flgetemperatur abhéangig

— Optimum bei 425K Fugetemperatur
— Zyklieren vor Beflllung hat keinen messbaren
Einfluss
— Ergebnisse CO,-Test
— Thermisch gefigt: 100 %
— Nur verschraubt: 97 %
— 20x LN2-Kontakt: 90 %
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bestanden [%]

100 A—A A A A
90 . *
80 . .

70

60

50 @ .

40 .
30

20
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A Gravmetrischer Dichtheitsnachweis
¢ Gravimetrischer Dichtheitsnachweis nach 5x LN2-Kontakt
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Zusammenfassung

Take-home messages

— Die vorgestellten
Bedingungen zu charakterisieren

23.09.2024

. um die Dichtheit der R6hrchen unter verschiedenen
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Zusammenfassung A

Take-home messages

— Die vorgestellten , um die Dichtheit der R6hrchen unter verschiedenen
Bedingungen zu charakterisieren

— Das der Rohrchen ist maf3geblich — die meisten R6hrchen
sind in allen Temperaturbereichen gleich gut (oder schlecht) dicht
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Zusammenfassung A

Take-home messages

— Die vorgestellten , um die Dichtheit der R6hrchen unter verschiedenen
Bedingungen zu charakterisieren

— Das der Rohrchen ist maf3geblich — die meisten R6hrchen
sind in allen Temperaturbereichen gleich gut (oder schlecht) dicht

— Die (Lagerung) der Packmittel teilweise die
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Zusammenfassung A

Take-home messages

— Die vorgestellten , um die Dichtheit der R6hrchen unter verschiedenen
Bedingungen zu charakterisieren

— Das der Rohrchen ist maf3geblich — die meisten R6hrchen
sind in allen Temperaturbereichen gleich gut (oder schlecht) dicht

— Die (Lagerung) der Packmittel teilweise die

— Der Kontakt der Rohrchen mit flissigem Stickstoff ist moglichst zu vermeiden
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Zusammenfassung

Take-home messages

— Die vorgestellten , um die Dichtheit der R6hrchen unter verschiedenen
Bedingungen zu charakterisieren

— Das der Rohrchen ist maf3geblich — die meisten R6hrchen
sind in allen Temperaturbereichen gleich gut (oder schlecht) dicht

— Die (Lagerung) der Packmittel teilweise die

— Der Kontakt der Rohrchen mit flissigem Stickstoff ist moglichst zu vermeiden

von Rohrchen konnte fir besonders wichtige Proben sein
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Welchen gefahren sind die Packmittel ausgesetzt?

— Kontamination durch Undichtheit (Rohrchen <-> Deckel bzw. Schweil3naht bei Straws)

— Kontamination durch Diffusion / Leachables / Extractables

— Gefriertrocknungseffekte = Aufkonzentrierung der Inhaltsstoffe

— Platzen beim Auftauen (als Folge der Undichtheit nach Kontakt mit LN2)

— Herunterfallen beim Handling - Undichtheit / Probenverlust

— Abnutzung des Materials durch die Lagerung = Mikrorisse / Anderung des Dichtverhaltens
— Unlesbarkeit der Beschriftung / des Barcodes

— etc...
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