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Bunkova linia HK EGFP-H2B je geneticky modifikovana bunkova linia Hela Kyoto, ktora sa pouZiva najma na
Stadium dynamiky chromatinu a jadrovych procesov. Tato bunkova linia exprimuje fizny protein pozostavajdci
zo zosilneného zeleného fluorescenéného proteinu (EGFP) a histonu H2B. Integracia EGFP do proteinu H2B
umoZzriuje vizualizaciu chromatinu v Zivych bunkach v redlnom ¢ase pod fluorescenénym mikroskopom, ¢o
poskytuje cenné poznatky o priestorovej a Casovej organizacii jadra.

Fuzia EGFP-H2B ulahcuje mnohé aplikacie v bunkovej bioldgii vratane stidia priebehu bunkového cyklu, mitozy
a regulacie génovej expresie. Pozorovanim fluorescenénych vzorcov mézu vyskumnici identifikovat a analyzovat
fazy bunkového cyklu, chromozomalnu segregaciu a Strukturalne zmeny v jadre. Tato bunkova linia je odvodena
z dospelych ludskych buniek, ¢o zarucuje jej vyznam pre ludsku bioldgiu a vyuZiva sa v zakladnom biologickom
vyskume aj v aplikovanejsich farmaceutickych studiach.

Okrem toho bunkova linia HK EGFP-H2B sluzi ako klic¢ovy nastroj vo vyskume epigenetiky. Moznost priamo
pozorovat spravanie histdnov pomaha pochopit epigenetické mechanizmy, ktoré st zakladom expresie a
umlcovania génov, ako aj u¢inky réznych epigenetickych modifikatorov. Robustné pouZzitie bunkovej linie v
experimentoch so zobrazovanim Zivych buniek ju robi nepostradatelnou pre podrobné Studie vyzadujlce
dynamicku bunkov( analyzu.

Ludské

Cervix

Karcindm

Hela Kyoto H2B-EGFP, HelLa Kyoto H2B EGFP, HeLa-H2B-GFP

30 rokov

Zeny

Afroamerican

Epitelové bunky s mozaikovym tvarom kameria

Monovrstva, priliehajica

Regulacne udaje
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HK EGFP-H2B (kataldgové ¢islo Cytion 300673)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1D63

Depositor

GMO Status

Ellenbergova laboratéria (EMBL)

GMO-S1: Tato linia HeLa Kyoto obsahuje konstrukt EGFP-H2B, ktory umoZriuje vizualizaciu organizacie
chromatinu v redlnom Case. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a v inych krajindch sa moze lisit.

Biomolekularne udaje
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EGFP-H2B: Umiestnenie/gén: 1..589 / Pcmv, 613..1329 / EGFP, 1387..1764 / H2B, 3001..3795 / KanR/NeoR

CMV promotor, histén H2B, neomycin, fosfotransferaza

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

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky
T25 pouZzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, priCom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

1x10* buniek/cm2

2 az 3-krat tyzdenne
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Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnat aspori 24 hodin.

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢n( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, 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 dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujicej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gcinnd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrzity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa

zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Ziadne
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irr.iiz:fre Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

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 injekéné 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 / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zalozZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.

Alely HLA A*:'68:02:01
B*: '15:03:01
C*:'12:03:01
DRB1*:'01:02:01
DQA1*:'01:01:02
DQB1*:'05:01:01
DPB1*:'01:01:01
E:'01:03:02
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