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Vispariga informacija

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

HK EGFP-LaminB1/H2B-mCherry Siinu linija ir no Hela Kyoto atvasinats in vitro modelis, kas paredzéts
hromatina dinamikas un kodola arhitektiiras vizualizé$anai reallaika dzivas $inas. ST $iinu linija ekspresé divas
fluorescéjosu proteinu fusion: EGFP (pastiprinats zalais fluorescéjosais proteins), kas saplist ar laminu B1, un
mCherry (sarkanais fluorescéjosais proteins), kas saplist ar histonu H2B. EGFP saplisana ar laminu B1 lauj
novérot kodola apvalku un kodola plaksniti - struktiras, kas ir loti svarigas kodola integritates un
funkcionalitates saglabasanai. Lamina olbaltumvielas ir V tipa starpposma pavedienu olbaltumvielas, kas veido
tiklojumu zem ieksgjas kodola membranas, un tam ir biitiska nozime kodola stabilitaté, hromatina organizacija
un génu regulacija.

No otras puses, ar mCherry markéts histons H2B lauj vizualizét hromatinu kodola. Histoni ir nukleosomu
pamatkomponenti, kas piedalas DNS organizéSana hromatina, padarot tos par batiskiem DNS replikacijas,
labosanas un transkripcijas procesos. H2B mCherry markéjums nodrosina spilgti sarkanu fluorescenci, kas
kontrasté ar EGFP zalo fluorescenci, laujot vienlaicigi divéjadi attélot kodola strukttiru un hromatinu
eksperimentos ar dzivam $inam. So $iinu liniju parasti izmanto pétijumos, kas vérsti uz kodola mehaniku,
mitozi un genoma stabilitati, sniedzot dinamisku priekSstatu par Stinu procesiem, kurus citadi ir grati novérot
realaja laika.

Cilvéks

Dzemdes kakls

Karcinoma

Primara audzéja lokalizacija (dzemdes kakls)

Applications Kodola lamina un hromatina organizacija; Lamin B1 dinamika; H2B hromatina attélveidosana; divkrasu dzivo
Sunu fluorescences mikroskopija; kodola mehanika; mitoze; genoma stabilitate; kodola apvalka biologija
Synonyms Hela Kyoto EGFP-LaminB1 un H2B-mCherry
Raksturojums
Age 30 gadi
Gender Sievietes
Ethnicity Afroamerikanis
Morphology Epitélijveidigas Stinas ar mozaikveida akmens formu
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Cell type Epitélija $tnas
Growth Vienslana, adhézija
properties
Normativie dati
Citation HK EGFP-LaminB1/H2B-mCherry (Cytion kataloga numurs 300919)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_UR41

Depositor Ellenberga laboratorija (EMBL)

GMO Status GMO-S1: ST Hela Kyoto linija satur EGFP-Lamin B1 un H2B-mCherry konstrukcijas kodola apvalka un
hromatina organizacijas attélo$anai. ST klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un citas valsts var at3kirties.

Biomolekularie dati

Protein EGFP-LaminB1/H2B-mCherry
expression
Products Histons H2B
Darbs ar
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion
Medium izstradajuma numurs 820300a)
Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing Nonemt veco barotni no pielipu$ajam $inam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 mindites, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Seeding 1x 10% $tinas/cm?

density

Fluid renewal 2 lidz 3 reizes nedéla

Post-Thaw Péc atkausésanas izkliedéjiet Sinas uz Skivja ar blivumu 5 x 10% &Ginas/cm? un laujiet SGinam atgties no
Recovery sasaldésanas procesa un pielipt vismaz 24 stundas.

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver

optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 mindtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Slinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pdpi::?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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