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Hela EB3-GFP Kirc 14 je geneticky modifikovany derivat ludskej bunkovej linie HeLa pochadzajlicej z karcindmu
krcka maternice, ktory bol vytvoreny tak, aby stabilne exprimoval fuzny konstrukt EB3 (end-binding protein 3)
oznaceny GFP, pricom ,Kirc 14“ oznacuje Specificky subklon (klon 14) vybrany z transfekovaného stboru. EB3
patri do rodiny end-binding proteinov, ktoré sleduju rasttce plusové konce mikrotubulov a sliZia ako indikator
dynamického spravania mikrotubulov v Zivych bunkach. Fizny protein GFP-EB3 produkuje charakteristické
fluorescencné signaly pripominajtice kométy na koncoch polymerizujicich mikrotubulov, ¢o umozriuje
zobrazovanie dynamiky mikrotubulov, intracelularneho transportu a organizacie cytoskeletu v Zivych bunkach v
readlnom Case.

Hela EB3-GFP Kirc 14 sa pouziva vo vyskume bunkovej bioldgie na zobrazovanie dynamiky plusovych koncov
mikrotubulov v Zivych bunkach, na $tddium zostavovania mitotického vretena a interakcii medzi kinetochérom
a mikrotubulmi, na skimanie intracelularneho transportu nakladu a na hodnotenie zl(i¢enin, ktoré ovplyviiuj
dynamiku polymerizacie mikrotubulov. Stabilna subklonalna expresia GFP-EB3 zabezpecuje konzistentnu
intenzitu a vzor fluorescencie v priebehu pasazi, vdaka comu je klon 14 vhodny na kvantitativne zobrazovacie
testy a vysokokapacitné skriningové testy latok zameranych na mikrotubuly.

Ludské

Cervix

Adenokarcindm krcka maternice (na pozadi HeLa); stabilne transfekovany GFP-EB3 (reporter plus-konca
mikrotubulov)

Zobrazovanie dynamiky mikrotubulov v Zivych bunkach; Stadium mitotického vretena; vyskum interakcie
kinetochérov a mikrotubulov; intraceluldrny transport; skrining liekov zameranych na mikrotubuly

Epitelu podobné

Epitelové bunky

Adherent

Regulacne udaje

Citation

Biosafety level
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NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession Odvodené z HeLa (CVCL_0030); subklon GFP-EB3 nebol samostatne oznaceny
GMO Status GMO-S1: Tato linia HeLa EB3 GFP KIRC14 obsahuje konstrukt EB3 oznaceny GFP na sledovanie

plusového konca mikrotubulov pri zobrazovani Zivych buniek. Tato klasifikacia plati iba v Nemecku a v
inych krajinach sa moze lisit.

Biomolekularne udaje

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Cytion 820300a)

Dopliite médium o 10 % FBS

Accutase, 10 min., 37 °C

cca 24 hodin

Odstrante staré médium z adhezivnych buniek a premyte ich PBS. Zalejte roztokom Accutase, inkubujte pri
izbovej teplote 8-10 mindt, resuspendujte v médiu, odstredte pri 300xg po dobu 3 minut a preneste do
Cerstvych flia$ so selekénym médiom.

laz5s

laz3x 104 buniek/cm2

2 a7 3-krat tyzdenne

Freeze Ako médium na kryokonzervaciu pouzivame kompletné rastové médium + 10 % DMSO na zabezpecenie
medium primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni.
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Thawing and
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Culturing Cells 1. Overte si, Ze injekénd liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazenad, pretozZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamfZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 200 x g pocas 5 minut, supernatant obsahujuci zmrazovacie médium opatrne
zlikvidujte.

7. Postupujte podla postupu opisaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned

skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage
Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza
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