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Genel bilgi

Description
NRK-EGFP-H2B hiicre hatti, histon H2B'ye kaynasmis gelismis yesil floresan proteini (EGFP) kararli bir sekilde

ifade eden normal sican bébrek (NRK) hiicrelerinin genetik olarak degistirilmis bir cesididir. Bu modifikasyon,
kromatin ve niikleer dinamiklerin gercek zamanli gorsellestirilmesine olanak taniyarak bu hiicre hattini hiicre
dongiisii ilerlemesi, mitoz ve kromatin organizasyonunu incelemek icin paha bicilmez bir arag haline getirir.
EGFP-H2B'nin kararli ifadesi parlak ve tutarli bir floresan sinyali saglayarak yiiksek ¢oziiniirliiklii canli hiicre
goriintlilemeyi kolaylastirir ve arastirmacilarin niikleer olaylari bilyiik bir hassasiyetle izlemelerine olanak tanir.

Yetiskin bir sicanin bébrek dokusundan koken alan NRK hiicreleri, saglam bliyiime 6zellikleri ve iyi belgelenmis
fizyolojik davranislari nedeniyle hiicresel biyolojide yaygin olarak kullanilmaktadir. EGFP-H2B fiizyon proteininin
bu huicrelere eklenmesi, bliylimelerini veya morfolojilerini 6nemli 6l¢lide degistirmez, glivenilir ve tekrarlanabilir
deneysel kosullara izin verir. Bu hiicre hatti, bobregin kani filtreleme ve atiklari disari atma rolii goz 6niine
alindiginda, bobrek hiicresi biyolojisi, strese karsi hiicresel tepkiler ve karsinogenez mekanizmalari
calismalarinda 6zellikle yararlidir. Ayrica, NRK-EGFP-H2B hiicrelerinin floresan 6zellikleri, hiicre cogalmasi ve
niikleer morfoloji Uzerindeki ilag etkilerini gercek zamanli olarak gézlemlemek icin ilag tarama uygulamalarinda
kullanilabilir.

Organism Sican
Tissue Bobrek

Synonyms NRK EGFP-H2B
Ozellikler

Breed/Subspecies  OsborneMendel

Morphology Fusiform sekilli fibroblast benzeri hiicreler
Growth Tek katmanli, yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation NRK-EGFP-H2B (Cytion katalog numarasi 500724)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10116

CellosaurusAccession CVCL_AV92
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Depositor

Ellenberg Laboratuvari (EMBL)

Biyomolekiiler Veriler

Receptors
expressed

Protein
expression

Products

Ellecleme

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Epidermal biiylime faktdrii (EGF), cogalmayi uyarici aktivite (MSA)

EGFP-H2B: Konum/Gen: 1..589 / Pcmv, 613..1329 / EGFP, 1387..1764 / H2B, 3001..3795 / KanR/NeoR

Epidermal biylime faktorii (EGF), cogalmayi uyarici aktivite (MSA), CMV Promotor Histon H2B, Neomisin,
Fosfotransferaz

DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion urlin
numarasi 820300a)

Ortami %10 FBS, 0,5 mg/mL G418 ile takviye edin

Accutase

Eski ortami atin ve hiicreleri PBS ile yikayin. Taze hazirlanmis %0,025 tripsin/%0,02 EDTA ¢0zeltisini 37 santigrat
dereceye Isitarak ekleyin ve hiicreler ayrilana kadar bekleyin; bu siire genellikle yaklasik 5 dakika siirer. Taze
besiyeri ekleyerek tripsini ndtralize edin, ardindan hiicre karisimini bir tiipe aktarin ve santrifiijleyin.
Santriflijden sonra slipernatanti ¢ikarin, hiicre peletini taze kiiltiir ortaminda yeniden siispanse edin ve
stispansiyonu yeni siselere aktarin. 0,5 mg/ml nihai konsantrasyon elde etmek icin kiiltiir ortamina G418 ekleyin

1:3ile 1:4 aras! bir oran onerilir

2ila4x 10% Micre/cm?

haftada 2ila 3 kez

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢cdziilme sonrasi canlilik icin tam biiylime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis 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 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin 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
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce calkalayarak 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 santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

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

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

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

Incubation

Atmosphere 37°C, %SCOZ’ nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok

Freezing

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

Shipping

Conditions 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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