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Altalanos informaciok

Description
Az NRK-EGFP2-Nup50 sejtvonal egy normalis patkanyvese (NRK) sejtekbdl szarmazo stabil klonalis sejtvonal. Ezt

a sejtvonalat az Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) és a Nucleoporin 50 (Nup50) fuzids fehérjét kodold
gént tartalmazo cirkularis plazmid transzfekcidjaval, majd gydgyszerrezisztencia-szelekcidval hoztak létre.
Ennek eredményeként a sejtek koriilbelll 50%-a expresszalja az EGFP3-Nup50 fazids fehérjét, ami lehet6vé teszi
a Nup50 lathatdva tételét és nyomon kovetését a sejtkornyezetben.

A Nup50 a nuklearis porus komplex kritikus 6sszetevéje, amely a sejtmag és a citoplazma kozotti molekulak
széllitasanak szabalyozasaért felelGs. Az EGFP3 tag lehetdvé teszi az él6 sejtek képalkotasat és mas
fluoreszcencia-alapu technikakat a Nup50 lokalizaciéjanak, dinamikajanak és kolcsénhatasainak
tanulmanyozasara. Annak ellenére, hogy az NRK-EGFP2-Nup50 sejtek stabil sejtvonalnak szamitanak, némi
variegaciot mutatnak, ami az EGFP3-Nup50 flzids fehérje expresszids szintjének valtozékonysagara utal a sejtek
kozott.

Ez a sejtvonal kiilondsen értékes a nukleocitoplazmatikus transzporttal, a nuklearis porus komplex
dinamikajaval és a Nup50 kiilonb6z6 sejtfolyamatokban betoltott funkcionalis szerepével foglalkozd kutatasok
szamara. Az NRK-EGFP2-Nup50 sejtek szamos kisérleti megkozelitésre alkalmasak, beleértve a fluoreszcencia
fotobleaching utani helyreallitast (FRAP), a fluoreszcencia korrelacids spektroszkopiat (FCS) és mas fejlett
mikroszkdpiai technikakat. Ezek a vizsgalatok betekintést nyujthatnak a nuklearis transzport molekularis
mechanizmusaiba, és hozzajarulhatnak a nuklearis transzport diszfunkcidjaval 6sszefliggé betegségek, példaul
egyes rakos megbetegedések és neurodegenerativ rendellenességek megértéséhez.

Organism Patkany
Tissue Vese
Synonyms NRK EGFP2-Nup50

Jellemzok

Breed/Subspecies  OsborneMendel

Morphology Fibroblaszt-szert, fusiform alaku sejtek
Growth Monoréteg, tapadd
properties

Szabalyozasi adatok

Citation NRK-EGFP2-Nup50 (Cytion katal6gusszam: 500726)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 10116
CellosaurusAccession CVCL_AV93
Depositor Az Ellenberg Labor (EMBL)

Biomolekularis adatok

Receptors
expressed

Protein
expression

Products
A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Epidermalis ndvekedési faktor (EGF), szaporodast serkentd aktivitas (MSA)

EGFP3-Nup50

NUP50 (Nucleoporin 50)

DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
820300a)

A taptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel, 0,5 mg/ml G418-zal

Accutase

Dobja ki a régi tapfolyadékot, és mossa ki a sejteket PBS-szel. Adjunk hozza frissen készitett 0,025%-0s
tripszin/0,02%-o0s EDTA oldatot 37 Celsius-fokra melegitve, és varjuk meg, amig a sejtek levalnak, ami altalaban
koriilbelll 5 percig tart. Semlegesitse a tripszint friss tapfolyadék hozzaadasaval, majd helyezze ata
sejtkeveréket egy csGbe és centrifugélja. A centrifugalas utan tavolitsa el a feliiliszot, reszuszpendalja a
sejtpelletet friss taptalajban, és a szuszpenzidt helyezze at (j lombikba. Adjunk a taptalajhoz G418-at, hogy 0,5
mg/ml végkoncentracidt érjink el

1:3 és 1:4 koz6tti aranyt javasolunk

2-4x10% sejt/cm2

hetente 2-3 alkalommal
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Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

R 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatds és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(:02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,

hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolohelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelil -150 és -196 °C

koz6tti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi mddszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezGdés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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