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„garantiert serumfrei“:

Das neue Einfriermedium Biofreeze
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Neues Einfriermedium: Ohne DMSO und ohne Serum

Zellvitalität nach dem Auftauen vergleichbar mit 
anderen Einfriermedien

Vorteile:
� DMSO-frei : Enthält ein weniger toxisches

Gefrierschutzmittel
� Frei von Substanzen tierischen Ursprunges
� Frei von gentechnisch veränderten

Organismen

Es ist für Säugerzellen geeignet, die frei von 
tierischen Bestandteilen bleiben sollen: Für 
Zellkulturen zur Herstellung von Arzneimitteln 
oder für Zellkulturen zur Gewinnung von 
Gewebeersatz. 
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Kryokonservierung - Wozu?

� Genetischen Drift der Zellen minimal halten

� Zellstock einheitlich erhalten 

� Alterung oder Transformation in Linien mit begrenzter Lebensdauer 
vermeiden

� Sicherung vor Verlust der Zellen infolge Kontamination (oder Ausfall
des Inkubators)

Es ist üblich, Zellen in Portionen einzufrieren, um  sie bei Bedarf wieder 
auftauen zu können.
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Der Einfriervorgang: Was passiert mit der Zelle?

� Extrazelluläres Lösungsmittel (Wasser) kristallisiert 
� Osmolarität steigt, Gefrierpunkt sinkt
� Durch Hyperosmolarität der Extrazellulärflüssigkeit wird Wasser 

aus der Zelle gezogen
� Die Zellen schrumpfen……
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Zellschädigende Einflüsse während des Einfrierens
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Einflussfaktoren auf die Kryokonservierung von Zellen

� Methodische Varianten (z.B. das Vorhanden- oder Nichtvorhandensein eines
Einfrierautomaten)

� Medium und supplementierte Inhaltsstoffe, vor und nach der Kryokonservierung
� Volumen der einzufrierenden Zellsuspension
� Qualität und Zustand der Zellen vor dem Einfrieren
� Zellart
� Zelldichte
� Abkühlrate und Lagertemperatur
� Umlagerungen der Zellen (z.B. Flüssigstickstoff-Trockeneis-Flüssigstickstoff)
� Qualität der Kryoröhrchen
� Zentrifugation mit oder ohne Bremse
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Einflussfaktor: Mit oder ohne Einfrierautomat?

Kryokonservierung von CHO-K1
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� Freisetzen von Kristallisationswärme bei Änderung des Zustandes von flüssig nach fest. 
� Wird Wasser (bzw. Kryomedium) erschütterungsfrei und langsam gekühlt, gefriert es bei

0 °C nicht, es lässt sich auf einige Grad unter Nul l abkühlen.
� Danach ordnen sich die Wassermoleküle in ein Kristallgitter, es entsteht Wärme.

Je länger der Phasenübergang dauert, desto ausgeprä gter sind die Zellschädigungen.

C°
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Einflussfaktor: Volumen der einzufrierenden Zellsuspension

Grundsätzlich gilt:

� Zellen müssen langsam eingefroren, aber schnell aufgetaut werden.

� Ein zu großes Volumen an Einfriermedium verlängert die Auftauzeit unnötig.

� Es sollte ein entsprechend kleines Kryoröhrchen gewählt und das Luftvolumen
über der Flüssigkeit möglichst klein gehalten werden.

� Kryoröhrchen: zu empfehlende Größen sind 1,2 ml und 2,0 ml. 
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Luftvolumen über der Flüssigkeit möglichst klein – Warum?

� Die in einem Kryoröhrchen eingeschlossene Luft enthält 79 % Stickstoff, der bei
-196 °C vom gasförmigen in den flüssigen Aggregatzu stand übergeht.

� Durch Verringerung des Volumens entsteht im Röhrchen ein Unterdruck, der sich
proportional zum Grad der Unterfüllung verhält.

� Ist die Dichtung des Röhrchens defekt, dringt weiterer Stickstoff ein.

� Nimmt man ein solches Röhrchen aus dem Stickstofftank, kann es bei Raum-
temperatur zur rapiden Volumenzunahme des Stickstoffs durch den Übergang des
Aggregatzustandes von flüssig nach gasförmig kommen: 

Das Röhrchen explodiert!



Biochrom AG, 06.-08.10.2009, Einfriermedium Biofree ze Seite 10

Empfohlene Zellkonzentrationen pro Kryoröhrchen

Zum Einfrieren empfohlene Zellzahl gem. Literaturan gaben:
� Suspensionskulturen: 5 x 106 Zellen/ml
� Adhärente Zellen: 1 x 106 Zellen/ml
� Sehr kleine Zellen: 1 x 107 Zellen/ml

� 2-4 x 106 Zellen/ml, je 1ml pro Kryoröhrchen
� 5 x 106-2 x 107 Zellen/ml, in 1- oder 2 ml-Kryoröhrchen verteilen
� 1 x 106 Zellen/ml in jeweils 1 ml-Portionen einfrieren

Weitere Literatur
� Leitfaden f. d. Zell- u. Gewebekultur, Hans Jürgen Boxberger – Wiley-VCH
� Zukunftstechnologie Tissue Engineering, W .W. Minuth, R. Strehl, 

K. Schumacher, Wiley-VCH
� Tierische Zellkulturen, R. Ian Freshney – Walter de Gruyter
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Empfohlene Abkühlrate und Lagertemperatur (gem. Literatur)

Optimale Abkühlrate:
� - 1 °C/min      
� Bis - 70 °C  (für 2-12 h) 

Danach zügige Überführung in den Stickstofftank:
Der Transfer sollte so rasch wie möglich vonstatten  gehen, da sich die 
Kryoröhrchen bei Raumtemperatur etwa zehnmal schnell er erwärmen als 
sie sich abgekühlt haben.

Weitere Literatur
� Leitfaden f. d. Zell- u. Gewebekultur, Hans Jürgen Boxberger – Wiley-VCH
� Zukunftstechnologie Tissue Engineering, W .W. Minuth, R. Strehl, 

K. Schumacher, Wiley-VCH
� Einfrieren und Auftauen von Zellen, IPS-2001-4255 – International Foundation

Regenerative Medicine
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Vorbereitung und Einfrieren adhärenter Zellen (1)

1. Nährmedium aus der 
Zellkulturflasche (z.B. 75 cm2)
entfernen.

2. Zellrasen vorsichtig mit PBS 
(3-5 ml) ohne Ca2+ und Mg2+

waschen.

3. Zellen mit geeigneter
Protease, z.B. Trypsin/EDTA 
vereinzeln. 

4.  Suspension aus Zellen und
Protease in Zentrifugenröhrchen
überführen, in dem entweder

a. Medium mit FBS
b. Medium mit Trypsininhibitor

zur Inaktivierung der Protease
vorgelegt wurde. 

. 
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Vorbereitung und Einfrieren adhärenter Zellen (2)

5. Zellen mit max. 300 g für 5 Minuten
zentrifugieren

6. Überstand abgießen oder absaugen

7. Zellpellet mit Biofreeze resuspendieren

500-1500 µl
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Einfrieren der Zellen (-70 °C bis -196 °C)

Haben die Röhrchen -70 °C erreicht, 
werden sie in den Behälter mit flüssigem 
Stickstoff überführt.

Die Überführung des Röhrchens sollte 
möglichst schnell erfolgen.
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Biofreeze: Vergleichbare Zellvitalität nach dem Auftauen

Zellvitalität
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DANKE FÜR IHRE 
AUFMERKSAMKEIT

Biochrom AG

Leonorenstr. 2-6 � D-12247 Berlin

Tel. +49(0)30.779 90 60 � Fax +49(0)30.779 90 666

info@biochrom.de � www.biochrom.de


