Product sheet

 Cytion

HK-CRISPR-Nup188-mEGFP lastelés | 300657

Bendra informacija

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Applications

HK-CRISPR-Nup188-mEGFP yra genetiskai modifikuota Hela Kyoto lasteliy linija. Joje naudojama CRISPR/Cas9
technologija, kad j Nup188 lokusa bty integruotas mEGFP (monomerinis sustiprintas zaliasis fluorescencinis
baltymas). Nup188 yra pagrindinis nukleoporino baltymas, dalyvaujantis branduolio pory komplekse, kuris
batinas molekuliy pernesimui tarp branduolio ir citoplazmos. MEGFP zyméjimas leidZia realiuoju laiku
vizualizuoti Nup188, o tai padeda tirti branduolio pory komplekso dinamika ir funkcija.

Si lasteliy linija ypa¢ naudinga mokslininkams, tyrinéjantiems branduolio pernesima ir branduolio pory
komplekso biologija. Fluorescencinis zyméjimas leidzia stebéti Nup188 jvairiomis salygomis, jskaitant gydyma
vaistais ir genetines modifikacijas. Taikomi didelio turinio tyrimai, gyvy lasteliy vaizdavimas ir kiti fluorescencija
pagristi metodai, suteikiantys vertingy jzvalgy apie nukleocitoplazminj pernesima ir branduolio apvalkalo
vientisuma.

Zmogus

Endocervix

Adenokarcinoma

Netaikoma (HeLa Kyoto atmaina; pirminé naviko lokalizacija - gimdos kaklelio vidiné dalis)

Branduolio pory komplekso (NPC) biologija; branduolio ir citoplazmos transportas; Nup188 dinamika ir funkcija;
branduolio apvalkalo fluorescencinis vaizdavimas gyvose lastelése; didelio apimties atranka; CRISPR ,knock-in“
metodikos patvirtinimo tyrimai; branduolio transporto inhibitoriy vertinimas

Charakteristikos
Age 30 mety
Gender Moteris
Ethnicity Afroamerikietis
Morphology ] epitelj panasios lastelés su mozaikos formos akmenukais
Cell type Epitelio lastelés
Growth Prigludes
properties

Reguliavimo duomenys
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Citation HK-CRISPR-Nup188-mEGFP (Cytion katalogo numeris 300657)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession Nepaskirtas (HK-CRISPR-Nup188-mEGFP yra CRISPR metodu modifikuota ,HelLa Kyoto“ atmaina;
pirminé ,HelLa Kyoto“ atmaina - CVCL_1922)

Depositor Ellenbergo laboratorija (EMBL)

GMO Status GMO-S1: Sioje HeLa Kyoto linijoje yra CRISPR mEGFP nukabinimas Nup188 lokuse, leidZiantis
vizualizuoti branduolio pory pastoliy dinamika. Si klasifikacija taikoma tik Vokietijoje ir gali skirtis kitose
Salyse.

Biomolekuliniai duomenys

Protein Nup188, mEGFP Zymé
expression
Tvarkymas
Culture DMEM, §: 4,5 g/l gliukozés, $: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCO3, S: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio
Medium numeris 820300a)
Supplements Papildykite terpe 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Pasalinkite sena terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms

naudokite 3-5 ml PBS, o T75 kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiSkai uzpilkite lasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml
T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite lasteléms inkubuotis kambario temperatiiroje 8-10 minuciy, kad jos
atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lasteles su 10 ml terpés, kad jos vél suspenduoty, tada 3 minutes
centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite [gsteles SviezZioje terpéje ir perkelkite jas
naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad buty uztikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bity pagerintas atsigavimas ir sumazintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

37°C,5%

. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uz3aldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatira.

. Gave is karto laikykite kriovialag Zemesnéje nei -150 °C temperatiiroje, kad uZtikrintuméte lasteliy

vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

. Jei norite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindamijj j 37 °C temperatiiros

vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala

dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite [asteliy suspensija j 15 ml centrifugos

mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaiSykite.

. MiSinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite

supernatanta su Saldymo terpés likuciais.

. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml $vieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,

suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip

uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

o2’ drékintoje atmosferoje.

Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apziurékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad perveZzimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé ir molekuliné analizé

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos

aptikimo metodus.

Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiros kasdien vizualiai

tikrinamos.
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