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Bendra informacija

Description
NRK-EGFP-H2B lasteliy linija yra genetiskai modifikuotas normaliy Ziurkiy inksty (NRK) lasteliy variantas,
stabiliai ekspresuojantis sustiprinta Zaliajj fluorescuojantj baltyma (EGFP), sujungta su histonu H2B. Si
modifikacija leidZia realiuoju laiku vizualizuoti chromatino ir branduolio dinamika, todél Si lasteliy linija yra
nejkainojamas jrankis lasteliy ciklo eigai, mitozés ir chromatino organizacijai tirti. Stabili EGFP-H2B raiska
uztikrina rysky ir nuosekly fluorescencinj signala, palengvina didelés skiriamosios gebos gyvy lasteliy
vaizdavima ir leidZia mokslininkams labai tiksliai stebéti branduolinius jvykius.
NRK lastelés, kilusios is suaugusiy ziurkiy inksty audinio, placiai naudojamos lastelés biologijoje dél jy tvirty
augimo savybiy ir gerai dokumentuotos fiziologinés elgsenos. EGFP-H2B sintezés baltymo jvedimas j Sias
lasteles iS esmés nekeicia jy augimo ar morfologijos, todél galima uztikrinti patikimas ir atkuriamas
eksperimentines salygas. Si lasteliy linija ypa¢ naudinga tiriant inksty lasteliy biologija, |asteliy atsaka j stresg ir
kancerogenezés mechanizmus, atsizvelgiant j inksty vaidmeni filtruojant krauja ir Salinant atliekas. Be to, NRK-
EGFP-H2B lasteliy fluorescencinés savybés gali buti panaudotos atliekant vaisty atrankine patikra, kad realiuoju
laiku bty galima stebéti vaisty poveikj lasteliy proliferacijai ir branduolio morfologijai.

Organism Ziurkés

Tissue Inkstai

Synonyms NRK EGFP-H2B

Charakteristikos

Breed/Subspecies  OsborneMendel

Morphology ] fibroblastus panasios lastelés, kuriy forma yra susiliejanti
Growth Viensluoksnis, prigludes
properties

Reguliavimo duomenys

Citation NRK-EGFP-H2B (Cytion katalogo numeris 500724)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10116

CellosaurusAccession CVCL_AV92
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Depositor

Ellenbergo laboratorija (EMBL)

Biomolekuliniai duomenys

Receptors
expressed

Protein
expression

Products

Tvarkymas

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Freeze
medium

Epidermio augimo veiksnys (EGF), dauginimasi skatinantis aktyvumas (MSA)

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

Epidermio augimo faktorius (EGF), dauginimasi skatinantis aktyvumas (MSA), CMV Promotor Histonas H2B,
neomicinas, fosfotransferaze

DMEM, §: 4,5 g/l gliukozés, $: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCO3, S: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio
numeris 820300a)

Papildykite terpe 10 % FBS, 0,5 mg/m| G418

Accutase

ISmeskite sena terpe ir nuplaukite lasteles PBS. |pilkite SvieZiai paruosto 0,025 % tripsino/0,02 % EDTA tirpalo,
pasildyto iki 37 °C temperatiros, ir palaukite, kol lastelés atsiskirs (paprastai tai trunka apie 5 minutes).
Neutralizuokite tripsina, jpilkite Sviezios terpés, tada perkelkite lasteliy miSinj j mégintuvélj ir centrifuguokite.
Po centrifugavimo pasalinkite supernatanta, lasteliy granules vél sutirpinkite SvieZioje terpéje ir perpilkite
suspensija j naujas kolbas. JmaiSykite G418 | mitybine terpe, kad galutiné koncentracija blty 0,5 mg/ml

Rekomenduojamas santykis nuo 1:3 iki 1:4

2-4x10% la;stelés/cm2

2-3 kartus per savaite

Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad baty uztikrintas
tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bity pagerintas atsigavimas ir sumaZzintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu biity palaikoma optimali temperatira.

2. Gave is karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisSykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatantg su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml SvieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultiiros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Flask Coating Néra

Freezing
Procedure Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu

kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apZiurékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Shipping
Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,

nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos

aptikimo metodus.

Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiros kasdien vizualiai

tikrinamos.
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