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Allman information

Description

Organism
Tissue
Egenskaper

Breed/Subspecies
Age
Morphology

Growth
properties

NE-4C-celler ar en neuroektodermal stamcellslinje fran mus, som harror fran hjarnblasorna i embryonalt
hjarnvavnad fran mus. Cellinjen &r allmént erkand for sin formaga att genomga neuronal differentiering under
definierade experimentella forhallanden, vilket gor den till en vardefull in vitro-modell for studier av
neurogenes, nervutveckling och neuronalt linjeval. NE-4C-celler uppvisar egenskaper hos neurala
progenitorceller och kan induceras att differentieras till neuronliknande celler genom behandling med @mnen
sdsom retinsyra, vilket resulterar i morfologiska och molekyléra férandringar forknippade med neuronal
mognad.

Under differentieringen utvecklar NE-4C-celler utstrackta neuritliknande utskott och uttrycker neuronala
markérer, daribland Blll-tubulin, MAP2 och neurofilamentproteiner, beroende pa vilket differentieringsprotokoll
som anvands. Pa grund av sitt relativt homogena differentieringsbeteende och reproducerbara svar pa
inducerande stimuli anvands NE-4C-celler ofta for att undersoka signalvagar som ar involverade i neural
specificering, synaptisk utveckling, neurotoxicitet, reaktioner pa oxidativ stress och neuroprotektiva
mekanismer. Modellen har dven anvants i studier av mekanismerna bakom neurodegenerativa sjukdomar,
utvecklingsneurobiologi samt screening av féreningar som paverkar neuronernas differentiering eller
overlevnad.

Mus

Hjarna, neuroektodermal

C57BL/6 x 129/Sv-Trp53-/-

Embryo

Neuroepitelial

Foljsam

Lagstadgade uppgifter
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Biosafety level
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CellosaurusAccession

CVCL_B063

Biomolekylara data

Antigen
expression

Hantering

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Sox-2, Otx-2, En-1

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion artikelnummer 820100a)

Komplettera mediet med 10% FBS och 1% NEAA

Accutase

Ta bort det gamla mediet fran de adherenta cellerna och tvatta dem med PBS som saknar kalcium och
magnesium. Anvand 3-5 ml PBS for T25-kolvar och 5-10 ml for T75-kolvar. Tack sedan cellerna helt med
Accutase, anvand 1-2 ml fér T25-kolvar och 2,5 ml for T75-kolvar. Lat cellerna inkubera i rumstemperatur i 8-10
minuter sa att de lossnar. Efter inkubationen, blanda cellerna forsiktigt med 10 ml medium for att resuspendera
dem och centrifugera sedan vid 300xg i 3 minuter. Kassera supernatanten, resuspendera cellerna i farskt
medium och 6verfér dem till nya kolvar som redan innehaller farskt medium.

1:4till 1:10

1till 3x 10* cell®/cm?

2 till 3 ganger per vecka

Freeze Som kryokonserveringsmedium anvander vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10% DMSO for adekvat

medium viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som innehaller optimerade
osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att férbattra dterhdmtningen och minska kryoinducerad
stress.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla
optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling kravs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sénks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterfdljande steg under sterila forhallanden i en flédeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och éverfér cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 300 x g i 3 minuter for att separera cellerna och kassera forsiktigt
supernatanten som innehaller resterande frysmedium.

7. Resuspendera forsiktigt cellpelleten i 10 ml farskt odlingsmedium. For adherenta celler, fordela
suspensionen mellan tva T25-kulturkolvar; for suspensionskulturer, 6verfor allt medium till en T25-kolv
for att framja effektiv cellinteraktion och tillvaxt.

8. Folj faststallda subkulturprotokoll for fortsatt tillvéxt och underhall av cellinjen, vilket sékerstaller
tillforlitliga experimentella resultat.

0 0, ..
37°C,5 /°C02’ befuktad atmosfar.

Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal dverforas till ldmplig forvaring.

For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvéve i angfas vid ca -150 till -196 °C. Férvaring vid -80 °C &r
acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verforing till flytande kvave.

Kvalitetskontroll och molekylar analys
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Sterility
Mykoplasmakontaminering utesluts med hjalp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade

metoder for mykoplasmadiagnostik.

For att sdkerstélla att det inte finns nagon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for
dagliga visuella inspektioner.
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