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Vispariga informacija

Description
HK Mad2-LAP/H2B-mCherry stnu linija ir genétiski modificéts stinu modelis, ko plasi izmanto hromosomu
segregacijas un varpstas montazas kontrolpunkta izpétei mitozes laika. Sis $iinas ir atvasinatas no Hela Kyoto
$0nam - izturigas cilvéka $anu linijas, kas sakotnéji iegiita no dzemdes kakla karcinomas. Siinu [inijas HK Mad2-
LAP (ar LAP ieziméts Mad2) aspekts atvieglo Mad2 proteina vizualizaciju un funkcionalo analizi, kas ir varpstas
montaZzas kontrolpunkta kritisks komponents, kurs novérs anafazes sakSanos, kamér visas hromosomas nav
pareizi izlidzinatas metafazes plaksné.
H2B-mCherry ieklauSana, kur histons H2B ir markéts ar mCherry fluorescéjoso proteinu, lauj reallaika attélot
hromatina dinamiku $tinu dali$anas laika. Stipasiba padara HK Mad2-LAP/H2B-mCherry $iinu liniju par lielisku
riku augstas izSkirtspéjas dzivas Stinu attélveidoSanas metodém, lai novérotu hromosomu kustibu un mitozes
progresu cilvéka Stinas dazados eksperimentalos apstaklos. Fluorescéjoso markieru izmantosana palidz precizi
izsekot un kvantitativi noteikt, tadéjadi sniedzot vértigu ieskatu molekularajos mehanismos, kas regulé stinu
cikla regulaciju un hromosomu stabilitati.

Organism Cilveks

Tissue Dzemdes kakls

Disease Karcinoma

Synonyms Hela Kyoto Kioto Mad2-LAP un H2B-mCherry, HeLa Kyoto Kioto Mad2-LAP

Raksturojums

Age 30 gadi

Gender Sievietes

Ethnicity Afroamerikanis

Morphology Epitélijveidigas 3tnas ar mozaikveida akmens formu

Growth Vienslana, adhézija

properties

Normativie dati

Citation HK Mad2-LAP/H2B-mCherry (Cytion kataloga numurs 300920)

Biosafety level 1
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_1D65

Depositor

GMO Status

Ellenberga laboratorija (EMBL)

GMO-S1: ST Hela Kyoto linija satur Mad2-LAP un H2B-mCherry konstrukcijas, kas lauj vizualizét varpstas
kontroles punkta dinamiku. ST klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un citas valstis var atSkirties.

Biomolekularie dati

Protein
expression

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium
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Mad2-LAP/H2B-mCherry

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
izstradajuma numurs 820300a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

Accutase

Nonemt veco barotni no pielipusajam Sinam 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 mindtes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifugéjiet
3 minQtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

1x10* §L‘Jnas/cm2

2 [idz 3 reizes nedéla

Péc atkausesanas izkliedéjiet Sinas uz Skivja ar blivumu 5 x 10% Ginas/cm? un laujiet Siinam atguties no
sasaldésanas procesa un pielipt vismaz 24 stundas.

Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinduceéto 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 /°C02’ mitrinata atmosféra.

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Kriokonservétas Siinu linijas tiek sititas 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.
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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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