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Arbeiten mit GM Tieren....

• Gezielte Mutanten von enormen wissenschaftlichem Wert

• Sehr aufwändige Generierung und Charakterisierung

• Erhebliche Zunahme von genetisch/gentechnisch modifizierten 
(GM) Mauslinien

• Kleine Populationen sehr wertvoller, ingezüchteter Linien

• Linien müssen weitergezüchtet werden, auch wenn sie aktuell 
nicht benötigt werden, sonst: Verlust

• Reine Erhaltungszucht aus vielen Gründen nicht vertretbar

• Schutz vor unerwartetem Verlust (Unfall, Hygieneeinbruch)

• Austausch von Mutanten zwischen verschiedenen Haltungen

• Kryokonservierung

• Stabile Lagerung und hygienisch einwandfreie
Revitalisierung nach Jahren/Jahrzehnten



Frühe Embryonalentwicklung

Schenkel J Transgene Tiere Springer Verlag 2006



Kryokonservierung/Embryonen

Schenkel J Transgene Tiere Springer Verlag 2006



Qualitätskontrolle / genetische 

Kontrolle

• Revitalisierungsrate > 90%

• 8-10% der kryokonservierten Embryonen 

für Kontrollzwecke revitalisiert

– in vitro-Kultivierung 

– Embryotransfer (qualitativ), Genotypisierung

Revitalisation
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Wayss et al. J Exp Anim Sci 2005





Revitalisierung: Einfluss auf 

Nachkommen?

Ramin et al, 2014 and 2015

Schenkel J Transgene Tiere Springer Verlag 2006



Kryokonservierung/Spermatozoen

Schenkel J Transgene Tiere

Springer Verlag 2006



Qualitätskontrolle

• Qualität der Proben (jedes Spendertier) muss 
überprüft werden, Verlust: eine von vielen Proben

• Techniken: 

– Kontroll- in vitro Fertilisation (IVF, tierintensiv)

• Alternative:

– Färben (Fluoreszenz)

– Computer-assisted sperm analysis (CASA): 
Parameter

• Morphologie

• Dichte

• Motilität

• Vitalität

• Scores



Diercks et al J Vet Sci 2012



Scoring von Spermatozoen

Score

• 0

• 1

• 2

• 3

• Dichte

• 0

• 1

• 2

• 3

Beschreibung

• Keine Motilität

• Langsame Vorwärtsbewegung

• Partielle Vorwärtsbewegung

• Schnelle Vorwärtsbewegung

Berücksichtigung des Anteils der vitalen Zellen

Lichtmikroskopisch, unverdünnte Originalprobe

• Keine Zellen

• Wenige Zellen (0,1x106 Zellen/mL)

• Eine Zellschicht (1x106 Zellen/mL)

• Mehrere Zellschichten (10x106 Zellen/mL)



Stabilität der Temperatur: Probe

Flüssigphase -196°C

Gasphase Temp.=?

Probe

Deckel

Raumluft Raumluft

Deckel

Thermische Stabilität unter -140°C



Probenlagerung, Vitalität

• Probenlagerung:

Aufgeteilt auf 

mehrere LN2-

Tanks, an 

verschiedenen

Orten aufgestellt

• Lagerung in der 

Flüssigphase von 

LN2

Ramin et al 2014



Lagerung: Tubes

20 Embryonen

Schenkel J Transgene Tiere Springer Verlag 2006





Kontaminationsgefahr

Umweltkeime (Maus-) Pathogene

verwendete Medien - -

LN2 Behälter, oben n=20 + nd

LN2 Behälter, Boden n=20 + nd

Dryshipper + nd

Gasphase Behälter nd nd

Raumluft + nd

Spermatozoen n=80 - -

Embryonen n=28 - -

ES-Zellen n=12 - -

Kreuzkontamination nd -

Wurf nach Embryotransfer - +





GDK-Hygieneprojekt Verbundprojekt zur 

mikrobiol. Last in LN2-Tanks

• Studienteilnehmer: 

– 10 Institute

• Lagerformen

– Gas/Flüssig

• Probenbehälter:

– Tubes, Straws, Beutel, Glas

• Asserviertes Material: 

– Human, Nager, Pflanzen, Mikroorganismen, weiteres

• Frequenz der Behälteröffnung:

– Täglich bis einmal/Monat

• Standzeiten der Behälter:

– 1 – 30 Jahre

• Lagerorte (Raumtechnik)



Beprobung

Flüssigphase

Gasphase

Sediment

Deckel

Rand

(Eis)

Rand

(Eis)

„Eis“ (Deckel, Rand des Behälters)

Flüssigphase

Sediment

Probennahme:



Frequenz Kontaminanten über Detektionsgrenze

Weitere Effekte

Lagerungszeit Raumtechnik
Öffnungsfrequenz 

Deckel Lagerung Gas/Flüssig

LN2 flüssig nein nein nein nein

Eis 
Deckel/Rand ja ja ja nein

Sediment n.d.

Zellen PCR in mindestens 2 von 3 Replica

und Genkopien oder Genkopien human Fungi Mycoplasma

LN2 flüssig 0/13 0/13 0/13 0/13 0/13

Eis Deckel/Rand 2/18 8/18 0/18 3/18 3/18

Sediment 1/3 1/3 1/3 1/3 1/3

Bajerski 2020

Mikrobiologische Last niedrig oder nicht nachweisbar

Gasphase: keine Detektion

Eis und Sediment: max. 104Zellen/mL





Dry-shipper

Cave: Zoll, Veterinär Inspektionen, Röntgen



Strahlenbelastung bei Flügen

• Sicherheitskontrolle, Umladen(?)

• Zoll

• Höhenstrahlung

• Flug Frankfurt – Seattle – Frankfurt 

(Dosimetermessung)

– Aufgegebenes Gepäck 0,5 mSv

– Bordgepäck <0,05 mSv 

– Person <0,02 mSv

– -> Versuch mit 1 mSv Exposition



Bestrahlung

Bestrahlung von 

kryokonservierten 8-Zell-

Embryonen und 

Spermatozoen mit 

Röntgenstrahlen 1 mGy, 

entspricht hier 1 mSv. 

Proben auch während der 

Bestrahlung in LN2



Vorwärtsbewegung 

Spermatozoen

Voggenreiter 2021
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Entwicklung von Embryonen

Voggenreiter 2021
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Apoptose

Voggenreiter 2021



Zellintegrität

Voggenreiter 2021



Konsequenzen

• Strahlenbelastung bei Transporten gering

• Zur Vermeidung von Mutationen 

(genetische Drift) in einer Kolonie müssen 

die genetischen Hintergründe regelmäßig 

aufgefrischt werden

• Cave: Diese Strategie ist bei humanen 

Proben so nicht möglich!





Zusammenfassung

• Mit der Kryokonservierung können mutante Linien gesichert werden

• Kryokonservierte Linien können aus der Zucht genommen werden

• Qualitätskontrolle erforderlich, z.T. ohne Tierversuche

• Kryokonservierung führt i.d.R. zu Sanierung

• Unter stabilen Bedingungen (unter -140°C) ist die Lagerung 
langfristig möglich

• „Handling“ kann zu Vitalitätsverlusten führen

• Nur wenige Kontaminationen sind in den Tanks zu finden, aber nicht 
auszuschließen

• Probengefäße bei korrektem Verschluss unproblematisch 

• Einfacherer Transport von tg Linien ohne Belastung der Tiere

• Strahlenbelastung bei Transporten gering, aber nicht zu 
vernachlässigen
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