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Obecné informace

Description
Buriky RAW 264.7-GFP jsou geneticky modifikovanym derivatem mysi bunécné linie RAW 264.7 podobné

makrofaglim, ktera pochazi z nddoru dospélé mysi z linie monocytt/makrofagd. Tyto buriky byly geneticky
upraveny tak, aby exprimovaly zeleny fluorescenéni protein (GFP), coZz umoZzriuje vizualizaci bunécnych proces,
jako je morfologie, migrace a fagocytarni aktivita, v realném case pod fluorescenénim mikroskopem. PGvodni
linie RAW 264.7 je Siroce vyuZzivana jako model pro vrozené imunitni reakce, protoze si zachovava mnoho
funkénich charakteristik aktivovanych makrofagu, véetné schopnosti produkovat po stimulaci cytokiny, oxid
dusnaty a reaktivni formy kysliku.

Zaclenéni GFP umoziuje dynamické, neinvazivni sledovani chovani makrofagu in vitro, diky éemuz jsou buriky
RAW 264.7-GFP obzvlasté cenné pro studie zobrazovani Zivych bunék a aplikace s vysokym obsahem. Tyto buriky
silné reaguji na prozanétlivé podnéty, jako je lipopolysacharid (LPS) a interferon-gamma, coz vede k aktivaci
signalizace, interakci mezi hostitelem a patogenem a Gc¢inkd farmakologickych latek na aktivaci makrofagg.
Stejné jako u materské linie by vSak vyzkumnici méli vzit v (vahu, Ze modely odvozené od RAW 264.7 mohou
vykazovat zménéné regulacni drahy ve srovnani s primarnimi makrofagy.

Geneticka modifikace: Stabilné modifikovany replikaéné nekompetentni lentivirovou transdukci k expresi
reportéru zeleného fluorescencniho proteinu ZsGreenl; udrzovany jako polyklonalni populace pod selekci
puromycinem (1-5 pg/ml). Urover bezpeénosti S1/BSL-1.

Organism My3
Tissue Ascites
Disease Leukémie mysi
Synonyms GFP/RAW264.7
Charakteristika
Age Dospéli
Gender MuZi
Growth Adherentni
properties
Regulaéni udaje
Citation RAW 264.7-GFP (katalogové &islo Cytion 305699)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

10090

CellosaurusAccession CVCL_D7C8

GMO Status

GMO-S1: Tato bunécna linie obsahuje stabilné integrovany reportérovy gen zeleného fluorescenéniho
proteinu ZsGreenl, ktery byl zaveden pomoci lentivirové transdukce s neschopnosti replikace. Vysledna
polyklonalni bunécna populace byla udrzovana pod selekci puromycinem (1-5 pg/ml). Je vyZadovana
bezpeénostni tfida S1. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a v jinych zemich se mize lisit.

Biomolekularni data

Protein
expression

Antigen
expression

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Seeding
density

Fluid renewal

GFP

ZsGreen1 (zeleny fluorescenéni protein)

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10% FBS

Accutase

4 bunék

2a75x10 Jem?

3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZzivame kompletni rlistové médium + 10% DMSO pro zajisténi dostatecné
medium Zivotaschopnosti po rozmrazeni.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

evvs

bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 200 x g po dobu 5 minut, supernatant obsahujici mrazici médium opatrné
zlikvidujte.

7. Postupujte podle postupu popsaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Zadny

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage
Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pri -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza
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