Product sheet

 Cytion

Bunky HK EGFP-LaminB1/H2B-mCherry | 300919

Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia HK EGFP-LaminB1/H2B-mCherry je in vitro model odvodeny od Hela Kyoto a ureny na
vizualizaciu dynamiky chromatinu a jadrovej architektdry v Zivych bunkach v realnom ¢ase. Tato bunkova linia
exprimuje dve flzie fluorescenénych proteinov: EGFP (rozsireny zeleny fluorescencny protein) fizovany s
laminom B1 a mCherry (¢erveny fluorescen¢ny protein) fizovany s histonom H2B. Flzia EGFP s laminom B1
umoZzriuje pozorovat jadrovy obal a jadrovi lamelu, Struktiry délezité pre zachovanie integrity a funkénosti
jadra. Laminové proteiny su proteiny intermediarnych vlakien typu V, ktoré tvoria siet pod vnutornou jadrovou
membranou a zohravaju klicovd ulohu v jadrovej stabilite, organizacii chromatinu a regulacii génov.
Na druhej strane histon H2B oznaceny mCherry umoZriuje vizualizaciu chromatinu v jadre. Histony su
zakladnymi zlozkami nukleozému, ktoré sa podielaju na organizacii DNA do chromatinu, vdaka ¢omu su klicové
pre replikaciu, opravu a transkripciu DNA. Znac¢ka mCherry na H2B poskytuje Ziarivi ¢ervend fluorescenciu,
ktora kontrastuje so zelenou fluorescenciou EGFP, ¢o umoZziiuje sucasné dualne zobrazenie jadrovej Struktury a
chromatinu v experimentoch so Zivymi bunkami. Tato bunkova linia sa bezne pouziva v studiach zameranych na
jadrovi mechaniku, mitézu a stabilitu gendmu a poskytuje dynamicky pohlad na bunkové procesy, ktoré je inak
tazké pozorovat v redlnom case.

Organism Ludské

Tissue Cervix

Disease Karciném

Metastatic site Miesto primarneho nadoru (kréka maternice)

Applications Jadrova lamina a organizacia chromatinu; dynamika laminu B1; zobrazovanie chromatinu H2B; dvojfarebna
fluorescencia Zivych buniek; mechanika jadra; mit6za; stabilita gendmu; bioldgia jadrovej membrany

Synonyms Hela Kyoto EGFP-LaminB1 a H2B-mCherry

Charakteristika

Age 30 rokov

Gender Zeny

Ethnicity Afroameri¢an

Morphology Epitelové bunky s mozaikovym tvarom kameria

Cell type Epitelové bunky
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Growth Monovrstva, priliehajica
properties
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Regulacné udaje

Citation HK EGFP-LaminB1/H2B-mCherry (katalégové ¢&islo Cytion 300919)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_UR41

Depositor Ellenbergova laboratéria (EMBL)

GMO Status GMO-S1: Této linia HeLa Kyoto obsahuje konstrukty EGFP-Lamin B1 a H2B-mCherry na zobrazovanie
jadrovej membrany a organizacie chromatinu. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a v inych krajinach
sa moZe lisit.

Biomolekularne udaje

Protein EGFP-LaminB1/H2B-mCherry
expression
Products Histén H2B
Spracovanie
Culture 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
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing 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 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.
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Seeding 1x 10% buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyzdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnuat aspor 24 hodin.

Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

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 okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekénU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom 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 flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 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
obsahujlci 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 G¢innd 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%, zvlhcena atmosféra.
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Flask Coating Ziadne

E:ii::fre Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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 vylucuje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoSlo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontrolujd.
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