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NRK-Pom121-EGFP3 siinu linija ir ieglta no normalam Zurku nieru (NRK) Sinam un ir genétiski veidota, lai
ekspresétu Pom121-EGFP3 saplisanas proteinu. Pom121 ir transmembrans nukleoporins, kas ir neatnemama
kodola poru kompleksa (NPC) sastavdala, kam ir btiska nozime kodola apvalka montaza un NPC funkcijas.
Pastiprinata zala fluorescéjosa proteina (EGFP3) markéjuma ieklauSana atvieglo Pom121 dinamikas,
lokalizacijas un mijiedarbibas vizualizaciju un izpéti dzivas Stinas, izmantojot fluorescences mikroskopiju. Tas
padara NRK-Pom121-EGFP3 Stinu liniju par vértigu instrumentu kodola transporta mehanismu un NPC
arhitektdras izpétei.

NRK Stinas, kas ir NRK-Pom121-EGFP3 vecaku linija, parasti izmanto dazados pétijumos, pateicoties to stabilam
augsSanas Tpasibam un epitélija morfologijai. Modifikacija, lai ekspresétu Pom121-EGFP3, pétniekiem nodrosina
stabilu modeli, lai pétitu molekularos mehanismus, kas ir pamata nukleocitoplazmas transportam, NPC
strukturalo organizaciju un tas regulaciju Sinu daliSanas un diferenciacijas laika. Turklat So Stnu liniju var
izmantot, lai pétitu dazadu genétisku un farmakologisku trauc&jumu ietekmi uz NPC funkciju, sniedzot ieskatu
par slimibam, kas saistitas ar kodola transporta defektiem, pieméram, vézi un neirodegenerativiem
traucéjumiem.

Kopuma NRK-Pom121-EGFP3 suinu linija ir sarezgits instruments Stinu biologija un molekularajos pétijumos, kas
nodroSina augstas izskirtspéjas ieskatu dinamiskajos procesos, kuri regulé nukleocitoplazmas mijiedarbibu. Tas
spéja reallaika noverot NPC komponentus dzivas Suinas padara to nenovértéjamu, lai uzlabotu masu izpratni par
suinu transporta mehanismiem un to ietekmi uz veselibu un slimibam.

Zurkas

Nieres

NRK Pom121-EGFP3, NRK Pom121-3EGFP, NRK-Pom121-3EGFP

OsborneMendel

Fibroblastiem lidzigas Stnas ar fusiformas formu

Vienslana, adhézija

NRK-Pom121-EGFP3 (Cytion kataloga numurs 500669)
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NCBI_TaxID 10116
CellosaurusAccession CVCL_AV96
Depositor Ellenberga laboratorija (EMBL)

Biomolekularie dati

Receptors
expressed

Protein
expression

Products

Darbs ar

Culture
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Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Epidermas augSanas faktors (EGF), multiplikaciju stimulé&josa aktivitate (MSA)

Pom121-EGFP3: Atrasanas vieta/géns: 1..589 / Pcmv, 653..4250 / Pom121, 4251..4287 / null, 4318..6546 / 3EGFP,
7780..8574 / KanR/NeoR

Epidermas augSanas faktors (EGF), multiplikaciju stimuléjosa aktivitate (MSA), POM121, transmembrana,
nukleoporins, CMV promotors, neomicins, fosfotransferaze

DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion
izstradajuma numurs 820300a)

Papildiniet barotni ar 10% FBS, 0,5 mg/ml G418

Accutase

Izmetiet veco barotni un izskalojiet Stinas ar PBS. Pievienojiet svaigi sagatavotu 0,025 % tripsina/0,02 % EDTA
Skidumu, kas uzsildits lidz 37 °C temperatirai, un pagaidiet, lidz Stinas atdalas, kas parasti ilgst apméram 5
minates. Neitralizét tripsinu, pievienojot svaigu barotni, péc tam Sinu maisijumu parvietot mégené un
centrifugét. Péc centrifugéSanas nonemiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Siinu granulas svaiga barotné
un parnesiet suspensiju uz jaunam kolbam. leklaut G418 barotné, lai sasniegtu galigo koncentraciju 0,5 mg/ml

leteicamais proporcijas ir no 1:3 lidz 1:4

2lidz4x10* §L‘1na'5/cm2

2 lidz 3 reizes nedéla
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Freeze Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinduceto stresu.

Thawing and

R 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Stinu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Siinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
ml istabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minates, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Stinu linijas augsanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
or £ o .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating Neviens

Freezing
Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu

dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu

uzglabasanas vietu.

Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.
Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas

mikoplazmas noteikSanas metodes.

Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.

Rat_D1Wox31: 96,1
Rat_D2Wox37: 156
Rat_D19Wox11: 220
Rat_D10Wox8: 266,27
Rat_D4Wox7: 153 157
Rat_D2Wox27: 211
Rat_D5Rat33:116 138
Rat_D10Wox11: 156
Rat_D1Wox23: 210214
Rat_D12Wox1: 402 406
Rat_D6Wox2: 104 124
Rat_D8Wox7: 185
Rat_D6Cebrl: 221233
SRY:x,Y



