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Bunécna linie NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 je klonalni stabilni bunécéna linie odvozena z bunék normalni
krysi ledviny (NRK) transfekci cirkularniho plazmidu. Tento plazmid obsahuje genetické konstrukty kéduijici Ctyri
tandemové repetice vazebnych mist RNA lambda N22 a tfi tandemové repetice znaéek mEGFP (monomerni
zesileny zeleny fluorescen¢ni protein) sloucené s jadernym lokaliza¢nim signalem M9. Po transfekci byly buriky
podrobeny selekci na rezistenci vaci lékim, aby byla zajisténa stabilita genetickych modifikaci.

Priblizné 50 % bunék této klonalni stabilni linie exprimuje fluorescencni znacku 4xAN22-3xmEGFP-M9, coz svéd¢i
0 Uspésném zaclenéni plazmidu. Exprese tohoto markeru umoznuje vizualizaci nitrobunéénych procest v
realném Case, coz usnadnuje robustni fluorescencni signal mEGFP. Jaderny lokaliza¢ni signal M9 zajistuje, Ze
exprimované flzni proteiny jsou transportovany do jadra, diky ¢emuz je tato bunécna linie zvlasté uzitecna pro
studium jaderné-cytoplazmatického transportu, dynamiky RNA a regulace genové exprese.

vy s

Tato bunécna linie NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 je cenna pro vyzkumniky, ktefi se zaméruji na interakce
proteind vazajicich RNA, metabolismus RNA a mechanismy, které jsou zakladem jaderného importu a exportu.
Pfitomnost markeru mEGFP umozriuje pokrocilé zobrazovaci techniky, jako je konfokalni mikroskopie a
zobrazovani zivych bunék, které poskytuji podrobny pohled na prostorovou a ¢asovou dynamiku bunéénych
sloZek. Navzdory pestrosti zistava bunécna linie mocnym nastrojem pro pitvani sloZitych molekularnich drah a
pochopeni bunéénych funkci na hlubsi drovni.

Krysy

Ledviny

NRK 4xIN22-3xmEGFP-M9

OsborneMendel

Fibroblastim podobné buriky s fusiformnim tvarem

Monovrstva, adherentni

NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 (katalogové Cislo Cytion 500672)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10116
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Epidermalni rGstovy faktor (EGF), multiplikaéni stimulaéni aktivita (MSA)

4XAN22-3xmEGFP-M9: Umisténi/geny: 937..1009, 1066..1138, 1194..1261, 1323..1390 / lambda peptid, 1462..2176,
2179..2890, 2896..3612 / MEGFP, 3612..3815 / M9-His, 5090..5884 / KanR/NeoR, 7195..584 / Pcmv

M9-His znacka mezi BsrG1/Hindlll, neomycin, fosfotransferaza, CMV promotor

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Cytion 820300a)

Dopliite médium 10% FBS, 0,5 mg/ml G418

Accutase

Staré médium zlikvidujte a buriky promyjte PBS. Pfidejte Cerstvé pripraveny 0,025% roztok trypsinu/0,02% EDTA
zahtaty na 37 °C a pockejte, dokud se buriky neoddéli, coZ obvykle trva asi 5 minut. Neutralizujte trypsin
pFidanim Cerstvého média, poté preneste smés bunék do zkumavky a odstfedte. Po odstfedéni odeberte
supernatant, resuspendujte bunéénou peletu v éerstvém kultivaénim médiu a suspenzi pfeneste do novych
banék. Pridejte G418 do kultivacniho média, abyste dosahli kone¢né koncentrace 0,5 mg/ml

Doporucuje se pomér 1:3 a7z 1:4

2 a4 x 10% PUNek /2

2 az 3krat tydné

Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zplsobeného kryo.
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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.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
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 pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim 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 pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky pfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Rat_D1Wox31: 96,100
Rat_D2Wox37: 150,156
Rat_D19Wox11: 220
Rat_D10Wox8: 266,270
Rat_D4Wox7: 153,157
Rat_D2Wox27: 211,215
Rat_D5Rat33: 122,138
Rat_D10Wox11: 156
Rat_D1Wox23:210,214
Rat_D12Wox1: 402,406
Rat_D6Wox2: 104,124
Rat_D8Wox7: 185
Rat_D6Cebrl: 223,233
SRY: x,Y
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