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Genel bilgi

Description

Organism
Tissue

Ozellikler

Breed/Subspecies
Age

Gender

Cell type

Growth
properties

E11 hiicre hatti, podosit fonksiyonu ve bobrek hastaligl mekanizmalarinda ileri calismalar icin gelistirilmis
oldukca 6zellesmis bir murin hiicre hattidir. SV40 biiyiik T antijeninin sicakliga duyarli bir varyantini ifade etmek
lizere tasarlanmis transgenik farelerin glomeriillerinden tiiretilen E11 hiicreleri, IFN-g-indiiklenebilir H-2kb
promotoriiniin diizenlemesi altinda calisir. Bu benzersiz genetik cerceve, T antijeninin kontrollii ifadesiyle
uyumlu olan gevresel sicakliga bagli olarak hiicrelerin kosullu cogalmasini kolaylastirir.

E11 hiicre hattinin ayirt edici 6zelliklerinden biri, kapsamli pasajlama boyunca fenotipik stabilitesidir. 40'tan
fazla pasaj boyunca tutarli ifade ve hiicresel 6zelliklerini koruyan E11 hiicreleri, kiiltiirlenmis bircok hiicre
hattinda gorilen fenotipik kayma sorunu olmadan uzun vadeli calismalar igin cok degerli oldugunu
kanitlamistir. Bu kararlilik, tutarli hiicre davranisi gerektiren tekrarlayan ve genisletilmis biyolojik deneylerde
kullanimlarini artirmaktadir.

Protein ekspresyonu acisindan, E11 hiicre hatti podosit spesifik calismalar icin gerekli olan saglam bir profil
sergilemektedir. Hiicreler, podositlerdeki yarik diyafram yapisinin temel bir bileseni olan nefrini, podosin, CD2AP
ve sinaptopodin gibi ¢esitli diger podosite 6zgii proteinlerin yani sira tutarli bir sekilde ifade eder. Bu kapsamli
protein ifadesi, in vivo kosullari yakindan taklit eden kontrollii bir in vitro ortamda podosit biyolojisinin
incelenmesini kolaylastirir. E11 hiicrelerinin kapsamli hiicre-hiicre temaslari olusturma kabiliyeti, bébrek
filtrasyon bariyeri islevlerini modellemek icin uygunluklarinin altini ¢cizmektedir.
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NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession  CVCL_5737
GMO Status GMO-S1: Bu Immorto Fare podosit hatti, kosullu immortalizasyon saglayan sicakliga duyarli bir SV40 T-

antijen yapisi icerir. Bu siniflandirma sadece Almanya icinde gecerlidir ve baska yerlerde farklilik
gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Protein
expression

Ellecleme

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

WT1, Lmx1b, nephrin, NEPHI, FAT, P-cadherin, CD2AP, ZO-I, podocalyxin, podoplanin, synpo, podocin, TRPC6 ve
GAPDH.

RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)

Ortami %10 FBS ile takviye edin

Accutase

Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri igin 3-
5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar igin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Slipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
stispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Proliferasyon siireci icin T75 hiicre kiltiiri siselerine 1x 10% h[]cre/cm2 ekleyin. Sise yaklasik %75 konfluent hale
gelene kadar hiicreleri 33 derece Celsius / %5 COz'de tutun.

haftada 2ila 3 kez

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiuiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

33°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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