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Regulacni udaje

Citation

Biosafety level

Bunécna linie HK EGFP-Cap-D2 je upravena varianta bunék Hela Kyoto, specialné navrzena pro pokrocily
vyzkum v oblasti bunécné biologie a genetického inZenyrstvi. Tato bunécna linie exprimuje rozsireny zeleny
fluorescenéni protein (EGFP) spojeny s C-koncem dopaminového receptoru D2, coZ umozriuje vizualizaci
dynamiky a distribuce receptoru v redlném case pod fluorescenénim mikroskopem. Tato vlastnost je zvlasté
vyhodna pro studium obchodovani s receptory, signalnich drah a G¢inkd farmakologickych latek na chovani D2
receptord.

Tyto buriky se hojné vyuZivaji v neurologickém vyzkumu k lepsimu pochopeni mechanismd, které jsou zakladem
dopaminové signalizace, jez je kli¢ova u mnoha neurologickych poruch, jako je Parkinsonova choroba,
schizofrenie a deprese. Flize EGFP s receptorem D2 neovliviiuje normalni funkci receptoru ani jeho bunéénou
lokalizaci, coz z HK EGFP-Cap-D2 ¢ini cenny nastroj pro fyziologické a patologické studie. Stabilni exprese EGFP
také umozriuje provadét longitudinalni studie v Zivych burikach, coZz umoziuje nahlédnout do dynamickych
procesU regulace receptoru a interakce s dalsSimi bunécnymi slozkami.

Clovék

Cervix

Karcinom

Hela Kyoto EGFP CAP-D2, HeLa Kyoto Cap-D2 EGFP

30 let

Zeny

Afroamerican

Buriky podobné epitelu s mozaikovitym tvarem kaminkd

Monovrstva, adherentni

s v

HK EGFP-Cap-D2 (katalogové cislo Cytion 300675)

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Némecko 1
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



Product sheet

 Cytion

Buriky HK EGFP-Cap-D2 | 300675

NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_1D60

Depositor

GMO Status

Ellenbergova laborator (EMBL)

GMO-S1: Tato linie HeLa Kyoto obsahuje konstrukt EGFP-Cap-D2, ktery umoZziiuje studium dynamiky
kondenzinu Il na Zivych burikach. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se mizZe lisit.

Biomolekularni data

Protein
expression

Products
Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

EGFP-CAP-D2, priblizné 80 % bunék vykazuje expresi: Umisténi/geny: 1..589 / Pcmv, 619..645 / Flag-tag, 646..660,
1375..1389/null, 661..1374 / EGFP, 1435..5638/CAP-D2, 6886..7680/KanR/NeoR

Promotor CMV, oktapeptid FLAG, glycinovy linker, neomycin, fosfotransferaza

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
Cytion 820300a)

Dopliite médium o 10% FBS

Accutase

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, pficemzZ pouZijte 1-2 ml pro
bariky 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 buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstfedte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Doporucuje se pomér 1:3

1x10* bunék/cm2

2 a7 3krat tydné

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste buriky v mnoZstvi 5 x 10% bunék/cm? a nechte je alespoii 24 hodin zotavit se z procesu
Recovery zmrazeni a pfilnout.
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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 b&hem 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 pritokové 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 kultivacniho 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
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouZivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.
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Freezing

Procedure 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.

Shipping

Conditions Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji 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 az -196

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

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

metod detekce mykoplazmy.

vy s

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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