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Altalanos informaciok

Description
Az NRK-EGFP-H2B sejtvonal a normal patkanyvese (NRK) sejtek genetikailag mddositott valtozata, amely

stabilan expresszalja a H2B hisztonhoz fuzionalt, fokozottan z6ld fluoreszkald fehérjét (EGFP). Ez a modositas
lehetévé teszi a kromatin és a nukledris dinamika valos idejli vizualizalasat, igy ez a sejtvonal felbecsiilhetetlen
értéki eszkozzé valik a sejtciklus progresszidjanak, a mitozisnak és a kromatin szervezédésének
tanulmanyozasara. Az EGFP-H2B stabil expresszidja fényes és konzisztens fluoreszcens jelet biztosit, ami
megkonnyiti a nagy felbontasu élGsejtes képalkotast, és lehet6vé teszi a kutatdk szamara a nuklearis
események nagy pontossagu nyomon kovetését.

A feln6tt patkanyok veseszovetébdl szarmazo NRK sejteket robusztus novekedési tulajdonsagaik és jol
dokumentalt fizioldgiai viselkedésiik miatt széles korben hasznaljak a sejtbioldgiaban. Az EGFP-H2B flzids
fehérje bevitele ezekbe a sejtekbe nem valtoztatja meg jelentésen novekedésiiket vagy morfoldgiajukat, ami
megbizhato és reprodukalhato kisérleti feltételeket tesz lehetévé. Ez a sejtvonal kiilondsen hasznos a vesesejtek
bioldgiajanak, a stresszre adott sejtvalaszoknak és a karcinogenezis mechanizmusainak tanulmanyozasaban,
tekintettel a vese vérsziirésben és a salakanyagok kivalasztasaban betoltott szerepére. Emellett az NRK-EGFP-
H2B sejtek fluoreszcens képességei felhasznalhatok a gydgyszer-sziirési alkalmazasokban, hogy valds idében
megfigyeljék a gyogyszerek sejtproliferaciora és a sejtmag morfoldgiajara gyakorolt hatasat.

Organism Patkany
Tissue Vese
Synonyms NRK EGFP-H2B

Jellemzok

Breed/Subspecies  OsborneMendel

Morphology Fibroblaszt-szer(i, fusiform alaku sejtek
Growth Monoréteg, tapadd
properties

Szabalyozasi adatok

Citation NRK-EGFP-H2B (Cytion katalégusszam: 500724)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10116
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Epidermalis ndvekedési faktor (EGF), szaporodast serkentd aktivitas (MSA)

EGFP-H2B: Hely/gén: 1..589 / Pcmv, 613..1329 / EGFP, 1387..1764 / H2B, 3001..3795 / KanR/NeoR

Epidermalis novekedési faktor (EGF), szaporodast serkentd aktivitas (MSA), CMV promotor Hiszton H2B,
neomicin, foszfotranszferaz

DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
820300a)

A taptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel, 0,5 mg/ml G418-zal

Accutase

Dobja ki a régi tapfolyadékot, és mossa ki a sejteket PBS-szel. Adjunk hozza frissen készitett 0,025%-0s
tripszin/0,02%-o0s EDTA oldatot 37 Celsius-fokra melegitve, és varjuk meg, amig a sejtek levalnak, ami altalaban
koriilbelll 5 percig tart. Semlegesitse a tripszint friss tapfolyadék hozzaadasaval, majd helyezze ata
sejtkeveréket egy csGbe és centrifugélja. A centrifugalas utan tavolitsa el a feliiliszot, reszuszpendalja a
sejtpelletet friss taptalajban, és a szuszpenzidt helyezze at Uj lombikba. Adjunk a taptalajhoz G418-at, hogy 0,5
mg/ml végkoncentracidt érjiink el

1:3 és 1:4 koz6tti aranyt javasolunk

2-4x10% sejt/cm2

hetente 2-3 alkalommal

Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a
megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion kataldgusszam: 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 1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

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

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,

hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfeleld tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolohelyre.
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Storage
Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabol helyezze az livegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C

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