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Informacje ogélne

Description
Linia komdrkowa E11 jest wysoce wyspecjalizowang mysia liniag komérkowa opracowang do zaawansowanych

badan nad funkcjonowaniem podocytéw i mechanizmami choréb nerek. Pochodzace z ktebuszkow
transgenicznych myszy zaprojektowanych do ekspresji wrazliwego na temperature wariantu antygenu SV40
large T, komorki E11 dziataja pod kontrola promotora H-2kb indukowanego IFN-g. Ta unikalna struktura
genetyczna utatwia warunkowa proliferacje komorek, zalezng od temperatury otoczenia, co jest zgodne z
kontrolowana ekspresja antygenu T.

Jedna z wyrdzniajacych cech linii komorkowej E11 jest jej stabilnos¢ fenotypowa podczas intensywnego
pasazowania. Utrzymujac statg ekspresje i charakterystyke komérkowa przez ponad 40 pasazy, komorki E11
okazaty sie nieocenione w dtugoterminowych badaniach bez powszechnego problemu dryfu fenotypowego
obserwowanego w wielu hodowanych liniach komdrkowych. Ta stabilnos¢ zwieksza ich wykorzystanie w
powtarzalnych i rozszerzonych eksperymentach biologicznych wymagajacych spdjnego zachowania komorek.

Pod wzgledem ekspresji biatek linia komdrkowa E11 wykazuje solidny profil, ktéry jest kwintesencjg badan
specyficznych dla podocytéw. Komérki konsekwentnie wyrazaja nefryne, niezbedny sktadnik struktury
membrany szczelinowej w podocytach, wraz z wieloma innymi biatkami specyficznymi dla podocytdw, takimi
jak podocyna, CD2AP i synaptopodyna. Ta kompleksowa ekspresja biatek utatwia badanie biologii podocytéw w
kontrolowanym srodowisku in vitro, scisle symulujacym warunki in vivo. Zdolno$¢ komérek E11 do tworzenia
rozlegtych kontaktéw komérka-komérka dodatkowo podkresla ich przydatno$é do modelowania funkcji bariery
filtracyjnej nerek.

Organism Mysz
Tissue Nerka
Charakterystyka

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

Age Dorosty
Gender Nieokreslony
Cell type Podocyt
Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation E11 (numer katalogowy Cytion 400494)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

10090

CellosaurusAccession CVCL_5737

GMO Status

GMO-S1: Ta linia mysich podocytéw Immorto zawiera wrazliwy na temperature konstrukt antygenu
SV40 T umozliwiajgcy warunkowa immortalizacje. Ta klasyfikacja ma zastosowanie wytacznie w
Niemczech i moze réznic sie w innych krajach.

Dane biomolekularne

Protein
expression

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

WT1, Lmx1b, nefryna, NEPHI, FAT, P-kadheryna, CD2AP, ZO-l, podokaliksyna, podoplanina, synpo, podocyna,
TRPC6 i GAPDH.

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)

Uzupetni¢ podtoze 10% FBS

Accutase

Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komérki w Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajacych juz Swiezg pozywke.

Zaleca sie stosunek 1:3 lub 1:5 (w temperaturze 33 stopni Celsjusza) W warunkach réznicowania, tj. inkubacji
hodowli nie do konfluentnych w temperaturze 38 stopni Celsjusza, proliferacja komorek ustaje w ciggu
pierwszych dwdch tygodni i zatrzymuje sie po okoto czterech tygodniach

Zaszczepi¢ kolby hodowlane komérek T75 1x 104 komérek/cm2 w celu przeprowadzenia procesu proliferaciji.
Przechowywad komérki w temperaturze 33 stopni Celsjusza / 5% COZ, az kolba osiagnie okoto 75% konfluencji.

2 do 3 razy w tygodniu
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Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktdra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymac optymalng temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic¢
zachowanie integralnosci komérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i sSrodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesine komdrek do 15 ml probowki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komoérek i ostroznie
odrzucic¢ supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komorek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowej,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

Incubation
Atmosphere 33°C, 5% nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.
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irr.iiz:fre Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Shipping

Conditions Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod
wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.
Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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