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Bendra informacija

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

HK EGFP-LaminB1/H2B-mCherry lasteliy linija yra is Hela Kyoto kiles in vitro modelis, skirtas chromatino
dinamikos ir branduolio architektiros vizualizavimui realiuoju laiku gyvose lgstelése. Si [asteliy linija iSreiskia du
fluorescencinius baltymus: EGFP (sustiprintas Zaliasis fluorescencinis baltymas), sujungtas su laminu B1, ir
mCherry (raudonasis fluorescencinis baltymas), sujungtas su histonu H2B. EGFP sintezé su Lamin B1 leidzia
stebéti branduolio apvalkala ir branduolio plokstele - struktiras, kurios yra labai svarbios branduolio
vientisumui ir funkcionalumui palaikyti. Laminy baltymai yra V tipo tarpiniy giju baltymai, sudarantys vidinés
branduolio membranos tinklelj, atliekantys pagrindinj vaidmenj branduolio stabilumo, chromatino
organizavimo ir geny reguliavimo srityse.

Kita vertus, su mCherry Zymétu histonu H2B galima vizualizuoti chromating branduolio viduje. Histonai yra
pagrindiniai nukleosomos komponentai, dalyvaujantys organizuojant DNR j chromating, todél jie labai svarbis
DNR replikacijai, taisymui ir transkripcijai. H2B Zymé mCherry suteikia ryskia raudong fluorescencija, kuri
kontrastuoja su EGFP Zalia fluorescencija, todél atliekant eksperimentus su gyvomis lastelémis vienu metu
galima matyti dviguba branduolio struktdros ir chromatino vaizda. Si lasteliy linija paprastai naudojama
tyrimames, kuriuose daugiausia démesio skiriama branduolio mechanikos, mitozés ir genomo stabilumo
tyrimams, nes suteikia dinamiska lasteliniy procesy, kuriuos kitaip sunku stebéti realiuoju laiku, vaizda.

Zmogus

Gimdos kaklelis

Karcinoma

Pirminio naviko lokalizacija (gimdos kaklelis)

Applications Branduolio lamina ir chromatino struktira; lamin B1 dinamika; H2B chromatino vaizdinimas; dviejy spalvy gyvy
lasteliy fluorescencija; branduolio mechanika; mitoze; genomo stabilumas; branduolio apvalkalo biologija
Synonyms Hela Kyoto EGFP-LaminB1 ir H2B-mCherry
Charakteristikos
Age 30 mety
Gender Moteris
Ethnicity Afroamerikietis
Morphology ] epitelj panasios lastelés su mozaikos formos akmenukais
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Cell type Epitelio lastelés
Growth Viensluoksnis, prigludes
properties

Reguliavimo duomenys

Citation HK EGFP-LaminB1/H2B-mCherry (Cytion katalogo numeris 300919)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_UR41

Depositor Ellenbergo laboratorija (EMBL)

GMO Status GMO-S1: Si HeLa Kyoto linija turi EGFP-Lamin B1 ir H2B-mCherry konstrukcijas, skirtas branduolinés
apvalkalo ir chromatino struktiros vaizdavimui. Si klasifikacija galioja tik Vokietijoje ir kitose Zalyse gali
skirtis.

Biomolekuliniai duomenys

Protein EGFP-LaminB1/H2B-mCherry
expression
Products Histonas H2B
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
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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 lasteles Sviezioje terpéje ir perkelkite jas j
naujas kolbas, kuriose jau yra Sviezia terpé.

Seeding 1x10* lastelés/cm?

density

Fluid renewal 2-3 kartus per savaite

Post-Thaw AtsildZius, isdéliokite lasteles 5 x 10% lqsteliq/cm2 tankumu ir leiskite lasteléms atsigauti po uzsaldymo proceso
Recovery ir prisitvirtinti bent 24 valandas.

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 bty pagerintas atsigavimas ir sumazintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu biity palaikoma optimali temperatira.

2. Gave is karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisSykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatantg su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml SvieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultiiros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Flask Coating Néra

Freezing
Procedure Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu

kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apZiurékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Shipping
Conditions 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 ja 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 / Genetinis profilis / HLA

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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