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NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 Stinu linija ir klonala stabila Stnu linija, kas ieglita no normalam Zurku nieru
(NRK) $Ginam, izmantojot aplveida plazmidu transfekciju. ST plazmida satur genétiskas konstrukcijas, kas kodé
Cetrus lambda N22 RNS saistiSanas vietu tandému atkartojumus un tris tandému atkartojumus meGFP
(monomeéra pastiprinata zala fluorescéjosa proteina) markierus, kas sapludinati ar M9 kodola lokalizacijas
signalu. Péc transfekcijas Sinam veica zalu rezistences atlasi, lai nodrosinatu genétisko modifikaciju stabilitati.

Aptuveni 50 % Sunu Saja klonali stabilaja linija ekspresé fluoresceéjoSo markieri 4xAN22-3xmEGFP-M9, kas norada
uz veiksmigu plazmidas inkorporaciju. St markiera ekspresija lauj reallaika vizualizét intracelularos procesus, ko
atvieglo mEGFP spécigais fluorescéjosais signals. M9 kodollokalizacijas signals nodroSina, ka ekspresétie
saplusanas proteini tiek transportéti uz kodolu, padarot So Stinu liniju ipasi noderigu kodol-citoplazmas
transporta, RNS dinamikas un génu ekspresijas regulacijas pétijumiem.

Si NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 $iinu [inija ir vértiga pétniekiem, kuri pievérsas RNS saisto$o proteinu
mijiedarbibai, RNS metabolismam un mehanismiem, kas nosaka kodola importu un eksportu. MEGFP markiera
klatbatne lauj izmantot modernas attélveidoSanas metodes, pieméram, konfokalo mikroskopiju un dzivas Siinas
attélveidosanu, sniedzot detalizétu ieskatu Stinu komponentu telpiskaja un laika dinamika. Neraugoties uz
dazadibu, stnu linija joprojam ir spécigs instruments sareZgitu molekularo celu Sketinasanai un stinu funkciju
izpratnei padzilinata limeni.

Zurkas

Nieres

NRK 4xIN22-3xmEGFP-M9

OsborneMendel

Fibroblastiem lidzigas Stinas ar fusiformas formu

Vienslana, adhézija

NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 (Cytion kataloga numurs 500672)

10116
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Epidermas augSanas faktors (EGF), multiplikaciju stimulé&josa aktivitate (MSA)

4XAN22-3xmEGFP-M9: Atraanas vieta/géns: 937..1009, 1066..1138, 1194..1261, 1323..1390 / lambda peptids,
1462..2176, 2179..2890, 2896..3612 / mEGFP, 3612..3815 / M9-His, 5090..5884 / KanR/NeoR, 7195..584 / Pcmv

M9-His birka starp BsrG1/Hindlll, neomicins, fosfotransferaze, CMV Promotors

DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion
izstradajuma numurs 820300a)

Papildiniet barotni ar 10% FBS, 0,5 mg/ml G418

Accutase

Izmetiet veco barotni un izskalojiet Slinas ar PBS. Pievienojiet svaigi sagatavotu 0,025 % tripsina/0,02 % EDTA
Skidumu, kas uzsildits lidz 37 °C temperatirai, un pagaidiet, lidz Stinas atdalas, kas parasti ilgst apméram 5
minates. Neitralizét tripsinu, pievienojot svaigu barotni, péc tam Slinu maisijumu parvietot mégené un
centrifugét. Peéc centrifugéSanas nonemiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Sinu granulas svaiga barotné
un parnesiet suspensiju uz jaunam kolbam. leklaut G418 barotné, lai sasniegtu galigo koncentraciju 0,5 mg/ml

2lidz4x10% §l]nas/c:m2

2 lidz 3 reizes nedéla

Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minUtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

P o _
37°C, 5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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