
 

 

Kryokonservierung von Zellen 
 
Allgemeine Informationen 
 
Die meisten Zellen besitzen eine eingeschränkte Lebensdauer. Nach einer bestimmten Anzahl von Zellteilun-

gen kommt es zur Verringerung der Zellteilungsrate und zum Eintreten der Seneszenz. Primärkulturen sollten 

demnach nicht zu lange kultiviert werden. Das Ziel der Kryokonservierung ist daher die zeitlich unbefristete 

Lagerung von frischem, biologischem Zellmaterial, welches zu einem späteren Zeitpunkt benötigt wird. Eine 

Lagerung bei unter -150 °C erlaubt die Aufbewahrung von Zellen über viele Jahre. Dennoch bedeutet das 

Tiefgefrieren für die Zellen Stress, weshalb unbedingt darauf zu achten ist, dass ausschließlich vitale Zellen 

diesem Prozess unterzogen werden. Damit die Zellen nach dem Auftauen wieder lebensfähig sind, müssen 

jedoch einige Faktoren bei der Krykonservierung beachtet werden. Dafür ist im Vorfeld folgende Checkliste zu 

überprüfen: 

 Befinden sich die Zellen in einer frühen Passage? 

 Weisen die Zellen eine typische Konfluenz auf? Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase eignen 

sich am besten für die Kryokonservierung. 

 Haben die Zellen eine vitale Erscheinung? 

 Kann eine Kontamination ausgeschlossen werden? 

Anwendung des ROTI®Cell Freezing Mediums 

 

Das ROTI®Cell Freezing Medium kann mit jedem Standard-Kryokonservierungsprotokoll verwendet werden. 

Die allgemeine Gefriermethode ist für adhärente Zellen und Suspensions-Zellen gleich. Adhärente Zellen 

müssen zuvor allerdings von dem Kulturgefäß abgelöst werden. Weitere Informationen zu diesem Thema 

können der technischen Infobroschüre zum Thema Zellpassage/Subkultivierung entnommen werden.  

Das Einfrieren und Auftauen von Zellen sollte stets unter sterilen Bedingungen durchgeführt werden.  

Protokoll – Kryokonservierung von Zellen: 

1. Vorbereitung: 

a. Gewünschte einzufrierende Zellzahl ermitteln. Dies ist zelltypabhängig und sollte zuvor recher-

chiert werden. Meist wird eine Mindestzahl von 1x106 bis 1x107 Zellen/ml empfohlen.  

b. Kryoröhrchen beschriften (Zelltyp, Passage, Datum) und im Kühlschrank vorkühlen.  

2. Überführen Sie die Zellen im Medium in 15 ml Zentrifugenröhrchen. 

3. Ermitteln Sie die Zellzahl lebensfähiger Zellen. Diese sollte bei >90 % liegen.  

4. Zentrifugieren Sie die Zellen für 5 min (ca. 1000 U/min), so dass Sie ein Zell-Pellet erhalten. 

5. Nehmen Sie den Überstand vorsichtig ab und resuspendieren Sie das Zell-Pellet mit dem vorgekühlten 

ROTI®Cell Freezing Medium. Verwenden Sie dabei das entsprechende Volumen, um die gewünschte 

Zellkonzentration zu erhalten. Maximal sollte diese bei 5x106 bis 5x107 Zellen/ml liegen.  

6. Überführen Sie die Zellsuspension in die vorbereiteten Kryoröhrchen. Tipp: Bei größeren Volumina sollte 

die Lösung regelmäßig resuspendieren werden, damit diese homogen bleibt. Achten Sie darauf, dass Sie 

die Kryoröhrchen genau bis zum Eichstrich füllen.  

7. Die Zellen sollten nun langsam und gleichmäßig eingefroren werden. Die empfohlene Kühlgeschwindig-

keit liegt bei -1 °C/min. Dies können Sie entweder durch programmierbare Gefriergeräte erreichen oder 

durch Einfrierhilfen/Isolierboxen (Mr. Frosty), welche Sie über Nacht in einen -70 °C bis -90 °C Gefrier-

schrank stellen. Tipp: Eingefrorenes Zellmaterial sollte niemals längere Zeit zwischen -25 °C und -130 °C 

gelagert werden. Dies kann zur Rekristallisation von Eiskristallen und somit zur Bildung großer Eiskristalle 

führen, welche den Zellen einen erheblichen, mechanischen Schaden zufügen.  

8. Sind die Zellen gefroren, werden Sie für die Langzeitlagerung in Flüssigstickstoff-Tanks (< -150 °C) auf-

bewahrt. Beim Überführen entsprechende Schutzausrüstung tragen.   



 

 

 

Protokoll – Auftauen kryokonservierter Zellen: 

Achtung: Gefrierschutzmittel wie DMSO wirken bei Raumtemperatur toxisch auf Zellen. Demnach sollten die 

einzelnen Schritte möglichst schnell und sorgfältig durchgeführt werden. 

1. Vorbereitung: 

a. Entsprechendes Kulturmedium und gegebenenfalls Supplemente im Wasserbad bei +37 °C 

vorwärmen. 

b. Kulturgefäße und Zentrifugenröhrchen unter der Sterilbank bereitstellen. 

2. Kryokonservierte Zellen mit entsprechender Schutzkleidung aus dem Flüssigstickstoff-Tank entneh-

men und direkt in ein mit Trockeneis gefülltes Gefäß überführen.  

3. Vom Trockeneis werden die Zellen im Kryoröhrchen am besten mit einem Schwimmer im Wasserbad 

erwärmt. Darauf achten, dass kein Wasser an den Deckel des Röhrchens gelangt.  

4. Sobald die letzten Eiskristalle aufgelöst sind, wird die Zellsuspension in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen 

überführt.  

5. Direkt im Anschluss ca. 10 ml des vorgewärmten Mediums vorsichtig in das Zentrifugenröhrchen trop-

fen lassen. Zunächst sehr langsam, wobei die Zugabe-Geschwindigkeit schrittweise erhöht werden 

sollte, um einen osmotischen Schock zu vermeiden.  

6. Zentrifugieren Sie die Zellen für 2-3 min bei einer geringeren Umdrehungsrate, so dass Sie ein Zell-

Pellet erhalten. Die Geschwindigkeit ist dabei Zelltyp-abhängig.  

7. Nehmen Sie den Überstand vorsichtig ab. 

8. Resuspendieren Sie das Zell-Pellet mit ca. 10 ml des vorgewärmten Mediums. 

9. Bestimmen Sie die Zellzahl und überführen Sie die Zellen in der empfohlenen Zelldichte in neue Kul-

turgefäße mit vorgelegtem Kulturmedium.  

10. Mithilfe einer leichten Nord-, Süd-, Ost-, West-Bewegung der Zellkulturflasche werden die Zellen 

gleichmäßig verteilt und in den Brutschrank bei +37 °C gestellt.  

 

Tipp: Alternativ kann die Zellsuspension in Schritt 4 direkt in ein neues Kulturgefäße mit vorgelegtem Kultur-

medium (min. 10-20 ml, damit das DMSO ausreichend verdünnt wird) ausgesät werden. Der erste Medien-

wechsel erfolgt nach 24 h Kultivierung im +37 °C Brutschrank. Welche Methode man wählt, sollte von der 

Empfindlichkeit der Zellen abhängig gemacht werden.  

Hinweis: Bei den Protokollen dieser Infobroschüre handelt es sich um Standard-Protokolle. Bitte informieren 

Sie sich immer über spezielle Anforderungen Ihrer Zellen. 
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