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NCBI_TaxID

Bufalo Zurku aknu (BRL) Stinu linija, kas ir spontani imortalizéta linija no Bufalo Zurku aknu audiem, ir loti
veértiga, jo saglaba pluripotenci un kariotipisko normalitati, kas lidzinas embrionalajam cilmes (ES) Sinam. BRL
Sunas razo kondicionétu barotni (BRL-CM), kurai ir unikals pielietojums cilmes Stinu biologija; ta kavé izveidoto
embrionalas karcinomas (EK) un ES $ainu [iniju diferenciaciju. Stipasiba lauj uzturét s cilmes $inas
nediferencéta stavokli bez barojosam Stiinam, lai gan $ads atbalsts ir dzivotspéjigs tikai ierobeZotu laiku,
tadéjadi uzsverot BRL-CM lietderibas ierobeZojumu ilgtermina cilmes Stinu kultdra.

Turklat BRL Stinu linija ir interesants modelis genétisko modifikaciju ietekmes uz Stinu uzvedibu izpétei, ko
ilustré normalu un Ha-ras-1 transformétu BRL Stnu atskiriga reakcija uz citoskeleta inhibitoriem. Transformacija
ar Ha-ras-1 onkogénu ne tikai maina Stinu reakcijas, bet arf palielina mikrofilamentu un mikrotubulu stabilitati,
tadéjadi mainot 3iinas strukturalo integritati. Sie atklajumi uzsver citoskeleta potencialo lomu $inu formas un
pluripotences uzturésana, kas ir izSkirosa gan normala fiziologija, gan slimibu stavoklos, kas saistiti ar Sinu
transformaciju un diferenciaciju.

Zurkas

Aknas

Bufalo Zurku aknas

Buffalo

Epitélija

Adherent

BRL (Cytion kataloga numurs 305193)

10116

CellosaurusAccession CVCL_4565
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Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-glutamins, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion izstradajuma numurs 820100a)

Medium

Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS un 1% NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipuSajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 mindites, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendgjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Fluid renewal 2 lidz 3 reizes nedéla

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation

 Cytion

. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo SUnas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par-150 °C, lai

nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

. Talitejas kultivéSanas gadijuma atri atkaus€jiet flakonu, iegremdéjot to 37°C idens vanna ar tiru tdeni

un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot

kriovialu ar 70% etanolu.

. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stiinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8

mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

. Centrifuggjiet maisijumu ar 300 x g 3 minutes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas

satur saldésanas barotnes atlikumus.

. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit

divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augsanu.

. levérojiet noteiktos subkultliru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stnu linijas augsanu un

uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or £o s .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating Neviens

Freezing

Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pdpi::?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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