Gebrauchsinformation zu KM-11 CI yO' Safe I

cryo-safe | ig en neu entwickdtes Einfriermedium, mit dem dle Warmbliterzellen auch ohne
Gefrierautomaten erfolgreich kryokonserviert werden konnen. Bel ordnungsgemél3er Durchfiihrung der
K ryokonsarvierung und Revitalisierung konnen Uberlebensraten von 90 - 100% erreicht werden.

Die Aufbewahrung des Mediums sollte bei +4°C ( Kiihlschrank ) erfolgen; sowohl Gefrieren ds auch
Erwarmung auf +37°C snd der Qualitét des Produktes abtréglich. Bei sachgemél3er Aufbewahrung ist
das Produkt 1 Jahr ab Herstellung hdtbar.

Handhabung

1. Fur optimae Ergebnisse sollten sSch die Zdlen in der log-Phase befinden. Ernten Sie diese Zdlen in
gewohnter Weise.

2. Die so gewonnene Zdlsuspenson zentrifugieren Sie 10 Minuten be Raumtemperatur; den
Medientiberstand dekantieren Sie.

3. Resuspendieren Sie das Zd Isediment mit cryo-safe | und stellen Sie hierbel eine Zd ldichte von
2-4x10° Zdlen/ ml @n.

¥~ Gundsitzlich sollten alle Manipulationen mit cryo-safe | bel +4°C durchgefihrt werden! =

4. Diesxe Zdlsuspenson flllen Se in geeignete Gefrierampullen (z.B. Nunc oder Greiner 1,8 ml)
und verschliefen diese.

5. Diese Ampullen geben Siein den K ryoautomaten und kilhlen mit einer Rate von 1°C/min bis auf -
70°C. Danach konnen die eingefrorenen Ampullen direkt in den Stickstoffbendter.

6. Fdls Sie Uber keinen Kryoautomaten verfligen, so sellen See das Rack ( unten offen ) mit den
Ampullen 40 Minuten lang in ein normaes Kuhlschrankgefrierfach (-10 bis-14°C).
Danach gellen Sie das Rack sofort in eine Ultratiefkihltruhe (-80°C) und lassen die Ampullen hier
nochmals 1 Stunde durchfrieren.
Anschlief¥end kénnen die Ampullen in den Stickstoffbehdter.

Die Revitalisierung sollte, fir Kontrollzwecke nach 24 h zweckméldg, wie folgt durchgefiihrt werden

1. Se entnehmen die Ampulle aus dem Stickdoffbendlter unter Anwendung der Ublichen
Vorsichtsmalinahmen beim Umgang mit fliissgem Stickstoff. Achtung, undichte Ampullen kénnen
explodieren !

2. Die Ampulle schndlstmdglich in ein Wasserbad (37°C) Uberfiihren und unter stndiger Bewegung

auftauen.

Die Ampulle mit 70% Ethanol aul¥en desinfizieren.

4. Die Ampulle vordchtig 6ffnen und den Inhdt vollsténdig in ein Kulturgefdd mit entsprecherd
vorberetetem Kulturmedium pipettieren. Hierbe sollten Sie sovid Medium ersetzen, dal3 das
Gefriermedium mindestens 1.5 - 1:10 ausverdinnt wird.

5. Kultivieren Sie die Zellen unter den gewohnten Bedingungen ( 37°C; 5%CO,).
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