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Vispariga informacija

Description SVI $iinu linija ir klonéta no glomerulu izaugumiem, kas izoléti no H-2kb-tsA58 transgénam pelém. Sim pelém ir
temperatiras jutigs SV40 liela T antigéna variants, ko kontrolé IFN-g inducéjams H-2kb promotors. Stinas
vairojas 33 °C temperatiira, un tas diferencéjas 37 °C temperatiira. Sobrid $linas ir sekmigi kultivétas vairak neka
40 reizes, nepamanot fenotipa izmainas. SVI ir loti lidzigas E11 péc morfologijas un vairaku markieru ekspresijas.
Pieméram, podocina un WT1 ekspresija ir mazaka salidzinajuma ar E11. Diferenciacija: Sakt diferenciacijas
procesu, ievietojot nekonfluentéjosas kolbas inkubatora 38 °C temperatiira / 5 % CO2 vismaz 14 dienas, lai
pabeigtu diferenciaciju. Interferona gamma (INF-gamma) pievienoSana nav nepiecieSama.

Organism Pele
Tissue Nieres
Raksturojums

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

Age Pieauguso
Gender Nav noradits
Cell type Podociti
Growth Adherent
properties

Normativie dati

Citation SVI (Cytion kataloga numurs 400495)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5943

GMO Status GMO-S1: ST pelu podocitu $iinu linija (SVI) satur nosaciti aktivu SV40 lielo T-antigénu ka dalu no
ImmortoMouse modela, kas atbalsta temperatiras jutigu imortalizaciju. Konstrukts ir stabili klatesoss
no podocitiem iegitas 3iinas. Si klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un var atskirties citur.

Biomolekularie dati
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Protein
expression

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

WT1, Lmx1b, nefrins, NEPHI, FAT, P-kadherins, CD2AP, ZO-I, podokaliksins, podoplanins, sinpo, podocins, TRPC6
un GAPDH.

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

Accutase

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 mindtes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifugéjiet
3 minQtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Inokulgjiet T75 Stinu kultdras kolbas ar 1x 10% §C|na'1m/cm2 (aptuveni 60 000 Stinu/ml, 12 ml barotnes viena T75)
proliferacijas procesam. Uzturiet Stinas 33 °C temperatara / 5 % COZ, lidz kolba ir aptuveni 75 % konfluenta.

3reizes 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
optimizeétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation

 Cytion

. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo SUnas tiek sGtitas 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.

. Talitéjas kultivéSanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C iidens vanna ar tiru adeni

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

. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pliismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficgjot

kriovialu ar 70% etanolu.

. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8

mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

. Centrifuggjiet maisijumu ar 300 x g 3 minltes, 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 Snu linijas augsanu un

uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Atmosphere 33°C, 5% > Mitrinata atmosféra.

Flask Coating

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

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 temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns 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 temperatdra 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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