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Allman information

Description
Cellinjen NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 &r en klonal stabil cellinje som harrdr fran normala rattnjurceller

(NRK) genom transfektion av en cirkular plasmid. Denna plasmid innehaller genetiska konstruktioner som kodar
for fyra tandemrepetitioner av lambda N22 RNA-bindningsstallen och tre tandemrepetitioner av meGFP
(monomeric enhanced green fluorescent protein) taggar fusionerade med M9 karnlokaliseringssignal. Efter
transfektion genomgick cellerna selektion for lakemedelsresistens for att sakerstélla stabiliteten hos de
genetiska modifieringarna.

Cirka 50% av cellerna i denna klonala stabila linje uttrycker den fluorescerande markdren 4xAN22-3xmEGFP-M9,
vilket indikerar en framgangsrik inkorporering av plasmiden. Uttrycket av denna markdr mojliggor visualisering i
realtid av intracellulara processer, vilket underlattas av den robusta fluorescerande signalen fran mEGFP. M9-
signalen for nuklear lokalisering sakerstaller att de uttryckta fusionsproteinerna transporteras till karnan, vilket
gor denna cellinje sarskilt anvandbar for studier av nuklear-cytoplasmisk transport, RNA-dynamik och reglering
av genuttryck.

Denna NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9-cellinje &r vardefull for forskare som fokuserar pa interaktioner mellan
RNA-bindande proteiner, RNA-metabolism och de mekanismer som ligger bakom import och export till kdrnan.
Narvaron av mEGFP-markdren majliggor avancerade avbildningstekniker som konfokalmikroskopi och
avbildning av levande celler, vilket ger detaljerade insikter i den rumsliga och tidsmassiga dynamiken hos
cellkomponenter. Trots brokigheten &r cellinjen fortfarande ett kraftfullt verktyg for att dissekera komplexa
molekylara vagar och forsta cellfunktioner pa en djupare niva.

Organism R3tta
Tissue Njurar
Synonyms NRK 4xIN22-3xmEGFP-M9

Egenskaper

Breed/Subspecies  OsborneMendel

Morphology Fibroblastliknande celler med fusiform form
Growth Monolager, vidhaftande
properties

Lagstadgade uppgifter

Citation NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 (Cytion katalognummer 500672)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 10116
CellosaurusAccession CVCL_AV97
Depositor Ellenberg-laboratoriet (EMBL)

Biomolekylara data

Receptors
expressed

Protein
expression

Products
Hantering

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Epidermal tillvaxtfaktor (EGF), multiplikationsstimulerande aktivitet (MSA)

4XAN22-3xmEGFP-M9: Plats/Gen: 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 tagg mellan BsrG1/HindlIll, Neomycin, Fosfotransferas, CMV Promotor

DMEM, w: 4,5 g/L glukos, w: 4 mM L-glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvat (Cytion
artikelnummer 820300a)

Komplettera mediet med 10% FBS, 0,5 mg/ml G418

Accutase

Kassera det gamla mediet och tvatta cellerna med PBS. Tillsdtt en nyberedd 0,025% trypsin/0,02% EDTA-l6sning
som varmts upp till 37 grader Celsius och vanta tills cellerna lossnar, vilket vanligtvis tar cirka 5 minuter.
Neutralisera trypsinet genom att tillsdtta farskt medium, 6verfor sedan cellblandningen till ett rér och
centrifugera. Efter centrifugeringen avldgsnas supernatanten, cellpelleten resuspenderas i farskt
odlingsmedium och suspensionen 6verfors till nya kolvar. Tillsatt G418 i odlingsmediet for att uppna en slutlig
koncentration pa 0,5 mg/ml

Ett forhallande pa 1:3 till 1:4 rekommenderas

2till4 x 10 celler/cm2

2 till 3 ganger per vecka
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Freeze Som kryokonserveringsmedium anvander vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10% DMSO for adekvat

medium viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som innehaller optimerade
osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att férbattra dterhdmtningen och minska kryoinducerad
stress.

Thawing and

R 1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla

optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling krévs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sanks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterfoljande steg under sterila forhallanden i en flodeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och dverfor cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 300 x g i 3 minuter for att separera cellerna och kassera forsiktigt
supernatanten som innehaller resterande frysmedium.

7. Resuspendera forsiktigt cellpelleten i 10 ml farskt odlingsmedium. For adherenta celler, fordela
suspensionen mellan tva T25-kulturkolvar; for suspensionskulturer, 6verfor allt medium till en T25-kolv
for att framja effektiv cellinteraktion och tillvaxt.

8. Folj faststallda subkulturprotokoll for fortsatt tillvéxt och underhall av cellinjen, vilket sékerstaller
tillforlitliga experimentella resultat.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% 00 befuktad atmosfar.

Flask Coating
For optimal vidhaftning och viabilitet efter upptining rekommenderar vi att kollagenbelagda kolvar eller

plattor anvands.
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Freezing

Procedure Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal dverforas till lamplig forvaring.

Shipping

Conditions Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dr6jsmal 6verforas till Amplig forvaring.

Storage

Conditions For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i angfas vid ca -150 till -196 °C. Forvaring vid -80 °C &r

acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verféring till flytande kvave.

Kvalitetskontroll / Genetisk profil / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminering utesluts med hjélp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade

metoder for mykoplasmadiagnostik.

For att sakerstalla att det inte finns ndgon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for
dagliga visuella inspektioner.

STR-profil 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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