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Allman information

Description
HK EGFP-Cap-D2-cellinjen ar en konstruerad variant av Hela Kyoto-celler, speciellt utformad fér avancerad
forskning inom cellbiologi och genteknik. Denna cellinje uttrycker forstarkt gront fluorescerande protein (EGFP)
som ar fusionerat till C-terminalen av D2-dopaminreceptorn, vilket mojliggor visualisering av receptordynamik
och distribution i realtid under fluorescensmikroskopi. Denna egenskap ar sarskilt fordelaktig for studier av
receptorhandel, signalvdgar och effekterna av farmakologiska medel pa D2-receptorns beteende.
Dessa celler anvands i stor utstrackning inom neurologisk forskning for att battre forsta de mekanismer som
ligger bakom dopaminsignalering, som &r avgorande for madnga neurologiska sjukdomar som Parkinsons
sjukdom, schizofreni och depression. Fusionen av EGFP till D2-receptorn paverkar inte receptorns normala
funktion eller dess celluldra lokalisering, vilket gor HK EGFP-Cap-D2 till ett vardefullt verktyg for fysiologiska och
patologiska studier. Det stabila uttrycket av EGFP m&jliggor ocksa longitudinella studier i levande celler, vilket
ger insikter i de dynamiska processerna for receptorreglering och interaktion med andra cellulara komponenter.

Organism Manniskan

Tissue Cervix

Disease Carcinom

Synonyms Hela Kyoto EGFP CAP-D2, HeLa Kyoto Cap-D2 EGFP

Egenskaper

Age 30ar

Gender Kvinna

Ethnicity Afroamerikan

Morphology Epitelliknande celler med mosaikstensform

Growth Monolager, vidhaftande

properties

Lagstadgade uppgifter

Citation HK EGFP-Cap-D2 (Cytion katalognummer 300675)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession  CVCL_1D60

Depositor Ellenberg-laboratoriet (EMBL)

GMO Status GMO-S1: Denna Hela Kyoto-linje innehaller en EGFP-Cap-D2-konstruktion som mojliggér studier av

kondensin-ll-dynamiken i levande celler. Denna klassificering galler endast inom Tyskland och kan skilja
sig atiandra lander.

Biomolekylara data

Protein
expression

Products
Hantering

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

EGFP-CAP-D2, Cirka 80% av cellerna visar uttryck: Plats/Gen: 1..589 / Pcmv, 619..645 / Flag-tag, 646..660,
1375..1389/null, 661..1374 / EGFP, 1435..5638/CAP-D2, 6886..7680/KanR/NeoR

CMV Promotor, FLAG oktapeptid, Glycin linker, Neomycin, Fosfotransferas

DMEM, w: 4,5 g/L glukos, w: 4 mM L-glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvat (Cytion
artikelnummer 820300a)

Komplettera mediet med 10% FBS

Accutase

Ta bort det gamla mediet fran de adherenta cellerna och tvatta dem med PBS som saknar kalcium och
magnesium. Anvand 3-5 ml PBS for T25-kolvar och 5-10 ml for T75-kolvar. Tack sedan cellerna helt med
Accutase, anvand 1-2 ml for T25-kolvar och 2,5 ml fér T75-kolvar. Lat cellerna inkubera i rumstemperaturi 8-10
minuter sa att de lossnar. Efter inkubationen, blanda cellerna forsiktigt med 10 ml medium for att resuspendera
dem och centrifugera sedan vid 300xg i 3 minuter. Kassera supernatanten, resuspendera cellerna i farskt
medium och 6verfor dem till nya kolvar som redan innehaller farskt medium.

Ett forhallande pa 1:3 rekommenderas

1x10% celler/cm2

2 till 3 ganger per vecka

Post-Thaw Efter upptining, plattlagg cellerna med 5 x 10 celler/cm? och 1t cellerna dterhamta sig frén frysprocessen och
Recovery fasta i minst 24 timmar.
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Freeze Som kryokonserveringsmedium anvander vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10% DMSO for adekvat

medium viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som innehaller optimerade
osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att forbattra dterhamtningen och minska kryoinducerad
stress.

Thawing and

Culturing Cells 1. Bekrafta att flaskan &r djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla

optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstélla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling krévs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sanks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterfoljande steg under sterila forhallanden i en flédeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna férsiktigt den desinficerade flaskan och dverfor cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 300 x g i 3 minuter for att separera cellerna och kassera forsiktigt
supernatanten som innehaller resterande frysmedium.

7. Resuspendera forsiktigt cellpelleten i 10 ml farskt odlingsmedium. For adherenta celler, férdela
suspensionen mellan tva T25-kulturkolvar; for suspensionskulturer, 6verfor allt medium till en T25-kolv
for att framja effektiv cellinteraktion och tillvéaxt.

8. Folj faststallda subkulturprotokoll for fortsatt tillvaxt och underhall av cellinjen, vilket sékerstaller
tillforlitliga experimentella resultat.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% s befuktad atmosfar.

Flask Coating Ingen

Freezing
Procedure Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel

for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan drojsmal 6verforas till lamplig forvaring.
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Shipping

Conditions Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal dverforas till lamplig forvaring.

Storage

Conditions For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i dngfas vid ca -150 till -196 °C. Forvaring vid -80 °C &r

acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verforing till flytande kvave.

Kvalitetskontroll / Genetisk profil / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminering utesluts med hjalp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade
metoder for mykoplasmadiagnostik.
For att sakerstalla att det inte finns ndgon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for
dagliga visuella inspektioner.
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