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Uldine teave

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Omadused

Age

Gender

Cell type

Growth
properties

L-929-GFP-rakud on hiire L-929 fibroblastide rakuliini fluorestsentsmargistatud derivaat, mis loodi algselt
taiskasvanud hiire nahaaluse sidekoe pdhjal. Ema-rakuliin L-929 on (iks biomeditsiinilises uurimisto6s kdige
laialdasemalt kasutatavaid hiire fibroblastimudeleid ning seda iseloomustab adhesiivne kasv, vartjas
morfoloogia ja tugev proliferatsioonivdime. L-929-rakke kasutatakse laialdaselt tsiitotoksilisuse, pdletiku,
ekstratsellulaarse maatriksi bioloogia ja peremees-patogeeni vastasmaju uuringutes ning neid kasutatakse
sageli ka tsttokiinide, nagu nditeks tuumornekroosifaktori-a (TNF-a), tootmiseks ja bioloogiliseks analiitsiks.

Rohelise fluorestsentsvalgu (GFP) stabiilne ekspressioon L-929-GFP-rakkudes voimaldab fibroblastide kaitumise
otsest visualiseerimist ja kvantitatiivset jalgimist reaalajas. Need rakud on eriti kasulikud fluorestsentsipdhistes
rakendustes, sealhulgas migratsioonianaliilisides, ko-kultuuri katsetes, koetehnoloogia uuringutes ja
elusrakkude pildistamises. L-929-GFP-rakud sailitavad emarakuliini peamised bioloogilised omadused,
pakkudes samal ajal paremat kasulikkust rakkude lokaliseerimise, proliferatsiooni ja interaktsioonide
jalgimiseks keerulistes rakukeskkondades. Seet6ttu sobivad need mitmekiilgseks mudeliks stroomaalrakkude
diinaamika, haavade paranemisprotsesside, biomaterjalide sobivuse jaimmuunvahendatud tstitotoksiliste
reaktsioonide uurimiseks.

Geneetiline modifikatsioon: stabiilselt modifitseeritud replikatsioonivoimetu lentiviiruse transduktsiooni abil,
et ekspresseerida rohelist fluorestsentsvalku ZsGreen1; hoitakse poliikloonilise populatsioonina puromiitsiini
selektsiooni all (1-5 pg/mL). S1/BSL-1 ohutustase.

Hiir

Sidekude

L929/GL50

100 paeva

Mees

Fibroblastide

Kinnipeetav

Regulatiivsed andmed

Citation
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Biosafety level

NCBI_TaxID

10090

CellosaurusAccession CVCL_E27Z7

GMO Status

GMO-S1: See rakuliin sisaldab stabiilselt integreeritud ZsGreen1 rohelist fluorestsentsvalku, mis on
viidud sisse replikatsioonivoimetu lentiviiruse transduktsiooni teel. Saadud poliiklooniline
rakupopulatsioon hoiti puromiitsiini selektsiooni all (1-5 pg/mL). Ndutav on S1-ohutustase. See
klassifikatsioon kehtib ainult Saksamaal ja voib mujal erineda.

Biomolekulaarsed andmed

Antigen ZsGreenl (roheline fluorestsentsvalk)
expression
Tootlemine

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikoosi, w: 2,5 mM L-glutamiini, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM

Medium naatriumplruvaati, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli number 820400a)

Supplements Tiiendada sé66tme 10% FBS-ga

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhul ja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejdrel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant dra, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

Seeding 1 kuni 3 x 10* rakku/cm?

density

Freeze Kriiosdilitusvedelikuna kasutame taielikku kasvukeskkonda + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus parast

medium sulatamist.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Tsentrifuugige segu 5 minutit 200 x g juures, visake ettevaatlikult dra kiilmutusvedelikku sisaldav
supernatant.

7. Jargige punktis "Taastamisjargne taastamine" kirjeldatud menetlust

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(:02’ niisutatud atmosfaar.

Shipping

Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage
Conditions Pikaajaliseks sailitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Sailitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult liihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
tleviimist.

Kvaliteedikontroll ja molekulaaranaliiiis
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