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Bunkova linia NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 je klonalna stabilna bunkova linia odvodena z buniek
normalnych potkanich obli¢iek (NRK) transfekciou kruhového plazmidu. Tento plazmid obsahuje genetické
konstrukty kddujuce Styri tandemové opakovania lambda N22 RNA-viaZucich miest a tri tandemové opakovania
mEGFP (monomérny zosilneny zeleny fluorescenény protein) znaciek spojenych s jadrovym lokalizacnym
signalom M9. Po transfekcii sa bunky podrobili selekcii na odolnost voci liekom, aby sa zabezpedila stabilita
genetickych modifikacii.

Priblizne 50 % buniek v tejto klonalnej stabilnej linii exprimuje fluorescenény marker 4xAN22-3xmEGFP-M9, ¢o
naznacuje Gspesnu inkorporaciu plazmidu. Expresia tohto markera umozZriuje vizualizaciu vnitrobunkovych
procesov v realnom Case, ktort ulahcuje robustny fluorescencny signal mEGFP. Jadrovy lokalizacny signal M9
zabezpecuje, Ze exprimované flizne proteiny su transportované do jadra, vdaka ¢omu je tato bunkova linia
mimoriadne uZito¢na na Studium jadrovo-cytoplazmatického transportu, dynamiky RNA a regulacie génovej
expresie.

Tato bunkova linia NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 je cenna pre vyskumnikov zameranych na interakcie
proteinov viaZzucich RNA, metabolizmus RNA a mechanizmy, ktoré st zakladom jadrového importu a exportu.
Pritomnost markera mEGFP umoziiuje pokrocilé zobrazovacie techniky, ako je konfokalna mikroskopia a
zobrazovanie Zivych buniek, ktoré poskytuji podrobny pohlad na priestorovi a ¢asovi dynamiku bunkovych
zloziek. Napriek pestrosti zostava tato bunkova linia vykonnym nastrojom na pitvu zlozitych molekularnych
drah a pochopenie bunkovych funkcii na hlbsej Grovni.

Krysy

Obligky

NRK 4xIN22-3xmEGFP-M9

OsborneMendel

Fibroblastom podobné bunky s fusiformnym tvarom

Monovrstva, priliehajlica

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

NRK-4xlambdaN22-3xmEGFP-M9 (katalégové Cislo Cytion 500672)
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NCBI_TaxID 10116
CellosaurusAccession CVCL_AV97
Depositor Ellenbergova laboratéria (EMBL)
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Epidermalny rastovy faktor (EGF), aktivita stimulujica mnoZenie (MSA)

4XAN22-3xmEGFP-M9: Umiestnenie/gén: 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 medzi 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 o 10 % FBS, 0,5 mg/ml G418

Accutase

Staré médium zlikvidujte a bunky premyte PBS. Pridajte Cerstvo pripraveny 0,025 % roztok trypsinu/0,02 %
EDTA zahriaty na 37 °C a pockajte, kym sa bunky neoddelia, ¢o zvycajne trva asi 5 minut. Neutralizujte trypsin
pridanim erstvého média, potom zmes buniek preneste do skiimavky a odstredte. Po odstredeni odstrarite
supernatant, resuspendujte bunkovu peletu v ¢erstvom kultivatnom médiu a suspenziou prelejte do novych
flia$. Do kultivaéného média pridajte G418, aby ste dosiahli koneénu koncentraciu 0,5 mg/ml

2 a4 x 10% PUNjek/cm?

2 az 3-krat tyzdenne

Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

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

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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