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Genel bilgi

Description
NRK-EGFP2-Nup50 hiicre hatti, normal sican bobrek (NRK) hiicrelerinden tiiretilen klonal stabil bir hiicre

hattidir. Bu hiicre hatti, Gelistirilmis Yesil Floresan Protein (EGFP) ve Niikleoporin 50 (Nup50) fiizyon proteinini
kodlayan geni iceren dairesel bir plazmidin transfeksiyonu ve ardindan ilag direnci se¢imi yoluyla
olusturulmustur. Sonug olarak, hiicrelerin yaklasik %50'si EGFP3-Nup50 flizyon proteinini ifade eder ve bu da
Nup50'nin hiicresel ortamda goriintiilenmesini ve izlenmesini saglar.

Nup50, cekirdek ve sitoplazma arasinda molekiillerin tasinmasini diizenlemekten sorumlu olan niikleer gézenek
kompleksinin kritik bir bilesenidir. EGFP3 etiketi, Nup50'nin lokalizasyonunu, dinamiklerini ve etkilesimlerini
incelemek icin canli hiicre goriintiileme ve diger floresan bazli tekniklere izin verir. NRK-EGFP2-Nup50 hiicreleri,
kararli bir hiicre hatti olmasina ragmen, hiicreler arasinda EGFP3-Nup50 fiizyon proteininin ekspresyon
seviyelerindeki degiskenligi gosteren bir miktar alacalanma sergiler.

Bu hiicre hatti, nuikleositoplazmik tasima, niikleer gozenek kompleksi dinamikleri ve Nup50'nin ¢esitli hlicresel
siireclerdeki islevsel roltine odaklanan arastirmalar icin 6zellikle degerlidir. NRK-EGFP2-Nup50 hiicreleri,
fotobozulma sonrasi floresan geri kazanimi (FRAP), floresan korelasyon spektroskopisi (FCS) ve diger gelismis
mikroskopi teknikleri dahil olmak tizere bir dizi deneysel yaklasim icin uygundur. Bu ¢alismalar, niikleer
tasimanin molekiiler mekanizmalari hakkinda bilgi saglayabilir ve belirli kanserler ve nérodejeneratif
bozukluklar gibi niikleer tasima islev bozuklugu ile iliskili hastaliklarin anlagilmasina katkida bulunabilir.

Organism Sican
Tissue Bobrek
Synonyms NRK EGFP2-Nup50

Ozellikler

Breed/Subspecies  OsborneMendel

Morphology Fusiform sekilli fibroblast benzeri hiicreler
Growth Tek katmanli, yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation NRK-EGFP2-Nup50 (Cytion katalog numarasi 500726)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10116
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CellosaurusAccession

Depositor

CVCL_AV93

Ellenberg Laboratuvari (EMBL)

Biyomolekiiler Veriler

Receptors
expressed

Protein
expression

Products

Ellecleme

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Epidermal biiyiime faktorii (EGF), cogalmayi uyarici aktivite (MSA)

EGFP3-Nup50

NUP50 (Niikleoporin 50)

DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion uriin
numarasi 820300a)

Ortami %10 FBS, 0,5 mg/mL G418 ile takviye edin

Accutase

Eski ortami atin ve hiicreleri PBS ile yikayin. Taze hazirlanmis %0,025 tripsin/%0,02 EDTA ¢0zeltisini 37 santigrat
dereceye Isitarak ekleyin ve hiicreler ayrilana kadar bekleyin; bu siire genellikle yaklasik 5 dakika siirer. Taze
besiyeri ekleyerek tripsini ndtralize edin, ardindan hiicre karisimini bir tiipe aktarin ve santrifiijleyin.
Santriflijden sonra slipernatanti ¢ikarin, hiicre peletini taze kiiltiir ortaminda yeniden siispanse edin ve
stispansiyonu yeni siselere aktarin. 0,5 mg/ml nihai konsantrasyon elde etmek icin kiiltiir ortamina G418 ekleyin

2ila4x 10% Micre/cm?

haftada 2ila 3 kez

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiytime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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