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ES-Zell- (R1) Praparation fir die Blastozysteninjektion

(Kurzversion)

3.5-3 Tage vor Injektion

- 1 Vial (4x106) Mito C-Feeder auf 3x6 cm plattieren

2.5 Tage vor Injektion

1 Vial (5x10°) ES-Zellen auf 1x6 cm Feederplatte
plattieren

1.5 Tage vor Injektion

Splitten der subkonfluenten 6 cm ES-Zellplatte auf
2x6 cm Feederplatte im Verhaltnis 1/3 und 2/3

Injektionstag

06:30Uhr
08:30Uhr

08:30

10:00Uhr

Auswahl der passenden Platte

Sind die Kolonien zu dicht gewachsen, leidet die
Qualitat der Zellen

Sind zu wenig Zellen auf der Platte, ergibt sich ein
ungunstiges ES-Zell-Feeder Verhaltnis (erschwert die
ES-Zell-Anreicherung)

Mediumwechsel 1-2 h vor der Ernte

Kulturplatte 2x mit PBS waschen

Trypsinisieren mit 1 ml Trypsin (Reaktion am
Mikroskop verolgen!)

Nach 3-8 min ES-Zellen mit polierter Pasteurpipette
vereinzeln (auf/abpipettieren)

Abstoppen der Reaktion mit 1-2 ml Medium
/auf/abpipettieren mit polierter Pasteurpipette

ES-Zellen mit 8 ml Medium resuspendieren
Fur 5 min bei 1000 Rpm zentrifugieren

ES zellen in 1 ml ES-Medium mit polierter
Pasteurpipette resuspendieren

ES-Zellen in 5 ml ES-Medium auf gelatinisierter 6 cm
Platte préaplattieren

Nach 20-30 min Inkubation unter dem Mikroskop
Uberprufen

Platte mit dem Uberstand spulen und auf frische
gelatinisierte 6 cm Platte plattieren

Nach 20-30 min Inkubation unter dem Mikroskop
Uberprufen

Wenn noch deutlich zu viele Feeder-Zellen
vorhanden sind, ein 3. Mal praplattieren

Platte mit dem Uberstand spilen und Uberstand
abnehmen

Fur 5 min bei 1000 Rpm zentrifugieren

ES-Zellen in 1 ml ES-Medium mit polierter
Pasteurpipette resuspendieren
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- 20 pl/ml ES-Medium 1M Hepes (Endkonzentration = -
-20 mM) + Pen/Strep

- Abgabe der Zellen im BTL/IBF (Raum 1.60)

- Transport und Ubergabe der Zellen im klaren 1,5 ml
Falcon tube (einwandfreie, lesbare Beschriftung!) auf
Flockeneiswasser

- Ebenfalls abgeben: vollstandig ausgefilltes Formblatt




