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Informacje ogélne

Description

Neuro-2a-Luc to pochodna mysiej linii komdrkowej neuroblastoma Neuro-2a (N2a), w ktorej ekspresjonowana
jest lucyferaza. Komorki Neuro-2a pochodza z tkanki neuroblastoma wywodzacej sie z grzebienia nerwowego
myszy i s szeroko stosowane jako model in vitro do badan nad réznicowaniem neuronéw, neurotoksycznoscia,
transdukcja sygnatow oraz w badaniach z zakresu neuroonkologii. Stabilna ekspresja reporteru lucyferazy
umozliwia czute, ilosciowe wykrywanie bioluminescencyjne zywych komérek i aktywnosci komérkowej, co
sprawia, ze Neuro-2a-Luc jest szczegdlnie przydatny do monitorowania w czasie w systemach
eksperymentalnych zaréwno in vitro, jak i in vivo. W zalezno$ci od konstrukgji reporteru ekspresja lucyferazy
moze byc¢ konstytutywna lub powigzana z aktywnoscia promotora specyficznego dla danego szlaku.

Komorki Neuro-2a-Luc sg powszechnie stosowane w zastosowaniach zwigzanych ze $ledzeniem wzrostu
nowotwordw, wysokoprzepustowym przesiewaniem lekdw, testami réznicowania neurondéw oraz oceng
odpowiedzi terapeutycznej w czasie rzeczywistym. W modelach przeszczepdw heterogenicznych i przerzutéw
obrazowanie bioluminescencyjne oparte na lucyferazie pozwala na nieinwazyjne monitorowanie obciazenia
nowotworowego i progresji choroby z wysoka czuto$cia. Systemy pochodne Neuro-2a sa réwniez szeroko
stosowane do badania morfologii neuronéw, wzrostu neuritéw, apoptozy, stresu oksydacyjnego oraz
mechanizmdw zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi. Modyfikacja lucyferazy utatwia szybka analize
ilosciowa proliferacji komorek, cytotoksycznosci, aktywnosci transkrypcyjnej lub modulacji szlakéw w
odpowiedzi na zaburzenia farmakologiczne lub genetyczne.

Podobnie jak w przypadku innych zmodyfikowanych linii komdrkowych reporterowych, wydajno$é
eksperymentalna Neuro-2a-Luc moze zaleze¢ od czynnikow, takich jak miejsce integracji konstruktu lucyferazy,
konfiguracja promotora, kompatybilnos¢ substratu oraz stabilnosc ekspresji reportera podczas kolejnych
pasazowan. W przypadku wysoce specjalistycznych zastosowan eksperymentalnych moga by¢ wymagane
dodatkowe dane charakterystyczne, w tym szczegoty dotyczace wariantu lucyferazy, markera selekcyjnego oraz
testéw walidacyjnych.

Organism Mysz
Tissue Obwodowy uktad nerwowy
Disease Neuroblastoma
Synonyms Neuro2A-Luc
Charakterystyka
Gender Mezczyzna
Cell type Neuronalne i ameboidalne komérki macierzyste
Growth Adherent
properties
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Dane regulacyjne

Citation Neuro-2a-Luc (nr katalogowy Cytion 305690)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_K046

GMO Status GMO-S1: Ta linia komdrkowa zawiera stabilnie zintegrowana kasete reporterowa z lucyferaza Swietlika
(Luc2, zoptymalizowang pod katem kodonéw), wprowadzona za pomoca transdukcji lentiwirusowej bez
zdolnosci do replikacji. Powstata populacje komoérek poliklonalnych utrzymywano pod selekcja
puromycyna (1-5 pg/ml). Wymagany jest poziom bezpieczenstwa S1. Klasyfikacja ta obowiazuje
wytacznie na terenie Niemiec i moze réznic sie w innych krajach.

Dane biomolekularne

Protein Luc
expression
Antigen H-2a
expression
Viruses Wirus ektromelii (ospa myszy): negatywny
Virus Poliowirus 1
resistance
Reverse Negatywny
transcriptase
Products Tubulina, acetylocholinoesteraza
Obstuga
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-glutamina, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (numer artykutu Cytion 820100a)
Medium
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS i 1% NEAA
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Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W

przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w Swiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz Swieza pozywke.

Seeding od1do3x 10" komdrek/cm’

density

Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej + 10% DMSO w celu zapewnienia
medium odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu.

Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymac optymalng temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przej$é do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i $rodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesine komédrek do 15 ml probdwki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predko$cig 200 x g przez 5 minut, ostroznie odrzuci¢ supernatant zawierajacy
pozywke do zamrazania.

7. Postepowac zgodnie z procedura opisana w sekcji Odzyskiwanie po rozmrozeniu

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ nawilzona atmosfera.
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z::‘pd':;lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci i analiza molekularna
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