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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Disease

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

Growth
properties

’

Regulacni udaje

Citation

Biosafety level

Bunécna linie HK Mad2-LAP/H2B-mCherry je geneticky upraveny bunécny model hojné vyuZivany ke studiu
segregace chromozomd a kontrolniho bodu sestaveni vieténka béhem mitdzy. Tyto buriky jsou odvozeny z
bunék HeLa Kyoto, robustni lidské bunééné linie pivodné odebrané z karcinomu déloZniho hrdla. Aspekt
bunécné linie HK Mad2-LAP (Mad2 znaéeny LAP) usnadfiuje vizualizaci a funkéni analyzu proteinu Mad2, kritické
soucasti kontrolniho bodu sestaveni vieténka, ktery brani nastupu anafaze, dokud nejsou vSechny chromozomy
spravné zarovnany na metafazni desticce.

Inkorporace H2B-mCherry, kdy je histon H2B oznacen fluorescencnim proteinem mCherry, umoZziuje
zobrazovat dynamiku chromatinu v redlném ¢ase béhem bunééného déleni. Diky této vlastnosti je bunééna linie
HK Mad2-LAP/H2B-mCherry vynikajicim nastrojem pro zobrazovaci techniky s vysokym rozlisenim v Zivych
burikach, které umozriuji pozorovat pohyby chromozom a mitoticky vyvoj v lidskych burikach za rtiznych
experimentalnich podminek. PoufZiti fluorescencnich znacek napomaha presnému sledovani a kvantifikaci, ¢imz
poskytuje cenné poznatky o molekularnich mechanismech regulujicich bunécny cyklus a stabilitu chromozom(.

Clovék

Cervix

Karcinom

Hela Kyoto Mad2-LAP a H2B-mCherry, HeLa Kyoto Mad2-LAP

30 let

Zeny

Afroamerican

Buriky podobné epitelu s mozaikovitym tvarem kaminkd

Monovrstva, adherentni

HK Mad2-LAP/H2B-mCherry (katalogové ¢islo Cytion 300920)
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_1D65

Depositor

GMO Status

Ellenbergova laborator (EMBL)

GMO-S1: Tato linie HeLa Kyoto obsahuje konstrukty Mad2-LAP a H2B-mCherry, které umozriuji
vizualizaci dynamiky kontrolniho bodu vietena. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se mize
lisit.

Biomolekularni data

Protein
expression

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Mad2-LAP/H2B-mCherry

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (islo 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, pficemz 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 odstredte
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 alespon 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 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 / Geneticky profil / HLA

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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