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Altalanos informaciok

Description
Az E11 sejtvonal egy magasan specializalt egérsejtvonal, amelyet a podocitak m(ikodésének és a

vesebetegségek mechanizmusainak fejlett vizsgalatara fejlesztettek ki. Az E11 sejtek az SV40 nagy T antigén
hémérséklet-érzékeny valtozatanak kifejezésére modositott transzgenikus egerek glomerulusaibél szarmaznak,
és az IFN-g-indukalhat6 H-2kb prométer szabalyozasa alatt mikodnek. Ez az egyedi genetikai keret megkonnyiti
a sejtek feltételes, a kornyezeti hémérséklettdl fliggd proliferacidjat, ami 6sszhangban van a T antigén
szabalyozott expresszidjaval.

Az E11 sejtvonal egyik megkiilonboztetd jellemzéje a fenotipusos stabilitas a kiterjedt passzazsok soran. Az E11
sejtek tobb mint 40 passzazson keresztiil meg6rzik az expresszio és a sejtjellemz6k konzisztens voltat, igy
felbecsiilhetetlen értékiinek bizonyultak a hosszu tavi vizsgalatokhoz, anélkiil, hogy a fenotipusos drift sok
tenyésztett sejtvonalnal gyakori probléma lenne. Ez a stabilitas fokozza a sejtek felhasznalasat az ismétlédé és

,,,,,

A fehérjeexpresszi6 tekintetében az E11 sejtvonal olyan robusztus profilt mutat, amely a podocita-specifikus
vizsgalatokhoz elengedhetetlen. A sejtek kovetkezetesen expresszaljak a nephrint, a podocitak réses
membranszerkezetének alapvetd 6sszetevdjét, szamos mas podocita-specifikus fehérje, példaul a podocin, a
CD2AP és a synaptopodin mellett. Ez az atfogd fehérjeexpresszié megkonnyiti a podocitak bioldgiajanak
tanulmanyozasat ellenérzétt in vitro kérnyezetben, amely szorosan szimulalja az in vivo kériilményeket. Az E11
sejtek azon képessége, hogy kiterjedt sejt-sejt kapcsolatokat tudnak kialakitani, tovabb hangsilyozza
alkalmassagukat a vese sztirési gat funkciéinak modellezésére.

Organism Egér
Tissue Vese

Jellemzok

Breed/Subspecies (CBA/Ca x C57BL/10)Tg(H2KbtsA58)

Age Feln6tt

Gender Meghatérozatlan
Cell type Podocita
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation E11 (Cytion katalégusszam: 400494)
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Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession  CvCL_5737

GMO Status GMO-S1: Ez az Immorto egér podocita vonal egy hémérséklet-érzékeny SV40 T-antigén konstrukcidt

tartalmaz, amely lehet6vé teszi a feltételes immortalizaciot. Ez a besorolds csak Németorszaghan
érvényes, mashol ettdl eltérhet.

Biomolekularis adatok

Protein
expression

A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

WT1, Lmx1b, nefrin, NEPHI, FAT, P-kadherin, CD2AP, ZO-l, podocalyxin, podoplanin, synpo, podocin, TRPC6 és
GAPDH.

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)

A taptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Accutase

Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrdl, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubdlni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan 6vatosan keverjik Gssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk éket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
felulUszdt, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

A proliferaciés folyamat érdekében 1x 10* sejt/cm2 sliriséggel oltjuk be a T75 sejtkultira-lombikokat. A sejteket
33°C-on és 5% COz-koncentrécié mellett tartjuk, amig a lombik kériilbeliil 75%-os konfluenciat nem ér el.

hetente 2-3 alkalommal

Freeze Krioprezervalo taptalajként teljes névekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation

 Cytion

. Ellendrizze, hogy az injekcios liveg a széllitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek

integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget gy, hogy tiszta vizzel és

antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

. Az 6sszes tovabbi [épést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezzik el, és nyitas el6tt

fertétlenitsiik a kriofuilkét 70%-os etanollal.

. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15

ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék

fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a

szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultira

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Atmosphere 330(:, 50/0CO2, péréSI'tott légkor

Flask Coating Nincs

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Storage
Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazisi folyékony nitrogénbe, kortilbelil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val atvitel el6tt.

Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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