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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Bunécna linie HK-CRISPR-CAP-D3-mEGFP je geneticky upravena pro pokrocily bunéény vyzkum. Je odvozena z
bunék Hela Kyoto a vyuziva technologii CRISPR/Cas9 ke znaceni genu CAP-D3 monomernim zesilenym zelenym
fluorescenénim proteinem (mEGFP). CAP-D3 je kliovy pro usporadani a segregaci chromozomi béhem
bunécného déleni. Znatka mEGFP umozriuje vizualizaci dynamiky genu CAP-D3 v redlném case.

Tato bunécna linie je cennym nastrojem pro studium chromozomalni stability a integrity, zejména u
onemocnéni, jako je rakovina. Fluorescenéni znacka umoziiuje zobrazovani Zivych bunék s vysokym rozlisenim a

vy s

podrobnou analyzu CAP-D3 béhem bunééného cyklu. Vyzkumnici mohou tento model pouZit pro studie
lokalizace proteint a testy molekularnich interakci.

Clovék

Endocervix

Adenokarcinom

Misto primarniho nadoru (endocervix)

Applications Biologie komplexu kondensinu Il; zobrazovani podjednotky CAP-D3; organizace a segregace chromozom;
mitotickd dynamika; zobrazovani Zivych bunék; fluorescenéni mikroskopie s vysokym rozlisenim; validace
knock-in pomoci CRISPR

Synonyms HK-CRISPR-CAP-D3-mEGFP #16, HK CRISPR CAP-D3-mEGFP

Charakteristika

Age 30 let

Gender Zeny

Ethnicity Afroameri¢an

Morphology Buriky podobné epitelu s mozaikovitym tvarem kaminkd

Cell type Epitelové buriky

Growth Adherentni

properties
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Regulacni udaje

Citation

Biosafety level
NCBI_TaxID
CellosaurusAccession
Depositor

GMO Status

Biomolekularni data

%

HK-CRISPR-CAP-D3-mEGFP (katalogové Cislo Cytion 301573)

9606

CVCL_UR44

Ellenbergova laborator (EMBL)

GMO-S1: Tato linie HeLa Kyoto obsahuje inzert mEGFP vytvofeny pomoci CRISPR v lokusu CAP-D3 pro
studie kondenzinu. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se mize lisit.

Products EGFP (zesileny zeleny fluorescencni protein)
’ ’
Zpracovani
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte

3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
barky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte bunky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buiiky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Split ratio Doporucuje se pomér 1:3
Fluid renewal 2 a7 3krat tydné
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Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pratokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste buné¢nou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivaéniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation
Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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