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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Linia komérkowa NRK-Pom121-EGFP3 pochodzi z normalnych komérek nerki szczura (NRK) i jest genetycznie
zmodyfikowana w celu ekspres;ji biatka fuzyjnego Pom121-EGFP3. Pom121 jest przezbtonowa nukleoporyna,
ktora jest integralnym sktadnikiem kompleksu poréw jadrowych (NPC), odgrywajac kluczowa role w montazu
otoczki jadrowej i funkcji NPC. Wtgczenie znacznika wzmocnionego zielonego biatka fluorescencyjnego (EGFP3)
utatwia wizualizacje i badanie dynamiki, lokalizacji i interakcji Pom121 w zywych komdrkach za pomoca
mikroskopii fluorescencyjnej. Sprawia to, ze linia komérkowa NRK-Pom121-EGFP3 jest cennym narzedziem do
badania mechanizméw transportu jadrowego i architektury NPC.

Komorki NRK, linia rodzicielska NRK-Pom121-EGFP3, s3 powszechnie wykorzystywane w réznych
zastosowaniach badawczych ze wzgledu na ich stabilng charakterystyke wzrostu i morfologie nabtonka.
Modyfikacja w celu ekspresji Pom121-EGFP3 zapewnia naukowcom solidny model do badania mechanizméw
molekularnych lezacych u podstaw transportu nukleocytoplazmatycznego, organizacji strukturalnej NPCi jej
regulacji podczas podziatu i réznicowania komorek. Dodatkowo, ta linia komérkowa moze by¢ wykorzystywana
do badania wptywu réznych zaburzen genetycznych i farmakologicznych na funkcje NPC, oferujac wglad w
choroby zwiazane z defektami transportu jadrowego, takie jak rak i zaburzenia neurodegeneracyjne.

Ogodlnie rzecz biorac, linia komdorkowa NRK-Pom121-EGFP3 stanowi zaawansowane narzedzie w biologii
komarki i badaniach molekularnych, zapewniajac wglad w dynamiczne procesy rzadzace interakcjami
nukleocytoplazmatycznymi. Jej zdolnos¢ do obserwacji w czasie rzeczywistym sktadnikéw NPC w kontekscie
zywych komérek sprawia, ze jest ona nieoceniona dla lepszego zrozumienia mechanizmoéw transportu
komorkowego i ich wptywu na zdrowie i chorobe.

Szczur

Nerka

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

Charakterystyka

Breed/Subspecies

Morphology

Growth
properties

OsborneMendel

Komorki podobne do fibroblastéw o wrzecionowatym ksztatcie

Monowarstwa, przylegajaca

Dane regulacyjne
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Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10116
CellosaurusAccession  CVCL_AV96

Depositor Laboratorium Ellenberg (EMBL)

Dane biomolekularne

Receptors
expressed

Protein
expression

Products

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal
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Epidermalny czynnik wzrostu (EGF), aktywno$¢ stymulujgca namnazanie (MSA)

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

Naskorkowy czynnik wzrostu (EGF), aktywnos¢ stymulujaca namnazanie (MSA), POM121, transbtonowy,
nukleoporyna, promotor CMV, neomycyna, fosfotransferaza

DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu
Cytion 820300a)

Uzupetni¢ podtoze 10% FBS, 0,5 mg/ml G418

Accutase

Wyrzucic stara pozywke i przeptukaé komérki PBS. Dodaj Swiezo przygotowany 0,025% roztwoér trypsyny/0,02%
EDTA podgrzany do 37 stopni Celsjusza i poczekaj, az komorki sie odtacza, co zwykle zajmuje okoto 5 minut.
Zneutralizowad trypsyne przez dodanie $wiezej pozywki, a nastepnie przenie$¢ mieszanine komérek do
probdéwki i odwirowac. Po odwirowaniu usuna¢ supernatant, ponownie zawiesi¢ osad komérkowy w $wiezej
pozywce i przenies¢ zawiesine do nowych kolb. Dodaé G418 do podtoza hodowlanego, aby osiggnac koricowe
stezenie 0,5 mg/ml

Zalecany jest stosunek 1:3 do 1:4

2 do 4 x 104 ¥0MSy el /cm?

2 do 3 razy w tygodniu
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Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktdra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymac optymalng temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic¢
zachowanie integralnosci komérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i sSrodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesine komdrek do 15 ml probowki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komoérek i ostroznie
odrzucic¢ supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komorek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowej,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.
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i:iiz:fre Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Shipping

Conditions Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

Profil STR Rat_D1Wox31: 96,100
Rat_D2Wox37: 156
Rat_D19Wox11: 220
Rat_D10Wox8: 266,270
Rat_D4Wox7: 153,157
Rat_D2Wox27: 211
Rat_D5Rat33: 116,138
Rat_D10Wox11: 156
Rat_D1Wox23: 210,214
Rat_D12Wox1: 402,406
Rat_D6Wox2: 104,124
Rat_D8Wox7: 185
Rat_D6Cebrl: 221,233
SRY: x,Y
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