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Altalanos informaciok

Description
Az NRK-Pom121-EGFP3 sejtvonal normal patkanyvese (NRK) sejtekb6l szarmazik, és genetikailag tgy alakitottak

ki, hogy a Pom121-EGFP3 flizids fehérjét expresszalja. APom121 egy transzmembran nukleoporin, amely a
nuklearis péruskomplex (NPC) integrans Gsszetevéje, és donté szerepet jatszik a magburkolat
Osszeszerelésében és az NPC miikodésében. A fokozott zold fluoreszcens fehérje (EGFP3) tag beillesztése
megkonnyiti a Pom121 dinamikajanak, lokalizacidjanak és interakcidinak lathatova tételét és tanulmanyozasat
él6 sejteken belil fluoreszcens mikroszkopia segitségével. Ezaltal az NRK-Pom121-EGFP3 sejtvonal értékes
eszk6zzé valik a nukledris transzportmechanizmusok és az NPC architektura vizsgalatahoz.

Az NRK-Pom121-EGFP3 sziil6i vonalat, az NRK-Pom121-EGFP3 sejteket stabil nvekedési jellemzdik és epitelialis
morfoldgiajuk miatt gyakran hasznaljak kiilonb6z6 kutatasi alkalmazasokban. A Pom121-EGFP3 expresszalasara
térténé moédositas robusztus modellt biztosit a kutatok szamara a nukleocitoplazmatikus transzport alapjaul
szolgal6 molekularis mechanizmusok, az NPC strukturalis szervezGdése, valamint a sejtosztodas és
differencialédas soran torténd szabalyozasanak vizsgalatahoz. Emellett ez a sejtvonal felhasznélhaté a
kiilonb6z6 genetikai és farmakoldgiai perturbaciék NPC funkcidra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasara,
betekintést nyujtva a nuklearis transzport hibaival 6sszefiiggd betegségekbe, mint példaul a rdk és a
neurodegenerativ rendellenességek.

Osszességében az NRK-Pom121-EGFP3 sejtvonal a sejtbioldgia és a molekuldris kutatas kifinomult eszkéze,
amely nagy felbontdsu betekintést nyuijt a nukleocitoplazmatikus kélcsonhatasokat szabalyozé dinamikus
folyamatokba. Az a képessége, hogy lehet6vé teszi az NPC komponensek valds ideji megfigyelését él6
sejtkornyezetben, felbecsiilhetetlenné teszi a sejtek transzportmechanizmusainak és azok egészségre és
betegségekre gyakorolt hatasdnak megértésében.

Organism Patkany
Tissue Vese
Synonyms NRK Pom121-EGFP3, NRK Pom121-3EGFP, NRK-Pom121-3EGFP

Jellemzok

Breed/Subspecies  OsborneMendel

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

Szabalyozasi adatok

Citation NRK-Pom121-EGFP3 (Cytion katalégusszam: 500669)
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Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10116
CellosaurusAccession  CVCL_AV96

Depositor Az Ellenberg Labor (EMBL)

Biomolekularis adatok

Receptors
expressed

Protein
expression

Products

A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal
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Epidermalis novekedési faktor (EGF), szaporodast serkentd aktivitas (MSA)

Ponﬂll-EGFP3:HeW/gén:1”589/Pcn“@653"4250/Ponﬂ21,4251“4287/nulL43l8"6546/3EGFP,7780"8574/
KanR/NeoR

Epidermalis novekedési faktor (EGF), szaporodast serkentd aktivitas (MSA), POM121, transzmembran,
nukleoporin, CMV promotor, neomicin, foszfotranszferaz

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 at a
sejtkeveréket egy csGbe és centrifugdlja. A centrifugalas utan tavolitsa el a feliiliszot, reszuszpendalja a
sejtpelletet friss taptalajban, és a szuszpenzidt helyezze at Uj lombikba. Adjunk a taptalajhoz G418-at, hogy 0,5
mg/ml végkoncentracidt érjink el

2-4x10% sejt/cm2

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

Culturing Cells 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 dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

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

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, 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 taptalajban. 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 sejtkdlcsonhatés 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
A felolvasztas utani optimalis kotdés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznalatat javasoljuk.
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Freezing

Procedure 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.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze 4t az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Storage

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

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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