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ALLMAN INFORMATION

Beskrivning

HK EGFP-alfa-tubulin/H2B-mCherry HeLa Kyoto-cellinjen ar en noggrant konstruerad modell som &r utformad for detaljerad visualisering av
cellulara processer. Denna klonala linje har transfekterats stabilt for att uttrycka tva fluorescerande proteinfusioner som majliggor

realtidsavbildning av bade kromatin och det mikrotubulara natverket. Det roda fluorescerande proteinet mCherry ar fusionerat med
karnhistonproteinet H2B, vilket ger H2B-mCherry. Detta fusionsprotein uttrycks fran plasmiden pH2B-mCherry-IRES-neo3 och fungerar som
en kromatinmarkor, som framhaver kérn-DNA i live-cellavbildning och underlattar studier av kromatindynamik och karnarkitektur.
Dessutom uttrycker denna cellinje monomer forstarkt GFP (Green Fluorescent Protein) fusionerat med o-tubulin, introducerat via pmEGFP-a-
tubulin-IRES-puro2b-plasmiden. GFP-a-tubulinfusionen ger en livlig gron fluorescens som beskriver mikrotubulistrukturerna i cellen. Denna

funktion &ar avgérande for att studera mikrotubulernas organisation och dynamik samt deras roll i celldelning och intracellulér transport. Den

stabila integrationen av dessa konstruktioner majliggor kontinuerlig och langsiktig observation av dessa cellulara komponenter utan behov av
upprepad transfektion, vilket minskar variabiliteten och okar tillférlitigheten i experimentresultaten. Val av lakemedelsresistens efter

transfektion sékerstaller stabilitet och enhetlighet i uttrycket bland cellerna i denna linje.

Vavnad Cervix
Sjukdom Carcinom
Synonymer

« Hela Kyoto EGFP-a-tubulin/H2B-mCherry
« HelLa H2B-mRFP and mEGFP-alpha-tubulin

KLASSIFICERING

Organism Manniska
Koén Kvinna
Tillvaxtegenskaper Foljsam
GMO-status GMO-S1

Detaljer om GMO-status

GMO-S1: This HeLa Kyoto line contains EGFP-a-tubulin and H2B-mCherry constructs for simultaneous imaging of microtubules and

chromatin. This classification applies only within Germany and may differ elsewhere.

Biosikerhetsniva 1

EGENSKAPER
Morfologi Epitelliknande celler med mosaikstensform
Fordubblingstid 24 timmar

IDENTIFIERARE
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Cellosaurus CVCL L802

Insattare Ellenberg-laboratoriet (EMBL)

UTTRYCK OCH MOTTAGLIGHET

Proteinexpression
EGFP-alfa-tubulin, H2B-mCherry: Ort/Gen: 1..589 / Pcmy, 652..1029 H2B, 1042..1752 / mCherry, 2983..3777 / KanR/NeoR

Virus
Negativt fér HIV, HBV och HCV.

Produkter

CMV Promotor, Histon H2B, Neomycin, Fosfotransferas

HANTERING OCH ODLING

Odlingsmedium
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)

Inkubationsatmosfar 37°C, 5%CO02, befuktad atmosfar.

Kosttillskott
Komplettera mediet med 10% FBS

Dissociationsmedel Accutase

Vidareodling

Ta bort det gamla mediet frdn 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 fér T25-kolvar och 2,5 ml fér T75-kolvar. Lat
cellerna inkubera i rumstemperatur i 8-10 minuter s 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 éverfor
dem till nya kolvar som redan innehaller farskt medium.

Satithet 1 x 104 celler/cm?
Vatskefornyelse 2 till 3 ganger per vecka
Aterhamtning efter upptining Efter upptining, plattlagg cellerna med 5 x 104 celler/cm2 och lat cellerna aterhamta sig fran

frysprocessen och fasta i minst 24 timmar.

Upptining och odling

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.
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KVALITETSKONTROLL OCH KRYOKONSERVERING

Sterilitet

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 utsétts cellkulturerna for dagliga visuella inspektioner.

Frysmedel Som kryokonserveringsmedium anvéander vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10%
DMSO for adekvat viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som
innehaller optimerade osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att forbattra
aterhamtningen och minska kryoinducerad stress.

Forvaringsférhallanden

For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i angfas vid ca -150 till -196 °C. Férvaring vid -80 °C ar acceptabelt endast som ett
kort mellanliggande steg innan &verforing till flytande kvave.

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

DONATOR
Donatorns alder 30 ar
Etnicitet Afroamerikan

JURIDISKA FRAGOR OCH SAKERHET

Sékerhetsforeskrifter

Nar man planerar att forvara en kryovial i flytande kvave for framtida upptining ar det obligatoriskt att folja strikta sakerhetsatgarder. Lampliga
skyddshandskar och skyddsklader ar nodvandiga, och ansiktsmask eller skyddsglaségon maste anvandas vid dverforing av frysta prover till
eller fran tanken med flytande kvéve. Detta for att minska risken for skador pa grund av eventuella explosioner i frysbehallaren vid
borttagning, vilket kan leda till att vassa fragment projiceras.

Garanti

P& Cytion star vi bakom vara produkters kvalitet och livskraft.

Vi garanterar att vara celler &r livsdugliga vid odlingens bérjan i 60 dagar efter leverans fran vara anlaggningar.

Vi forsakrar att allt material 6verensstammer med de specifikationer som beskrivs i analyscertifikatet och/eller produktbladet
For fullstandig information, se var <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garantiférklaring

Avtal med tredje part galler Yes
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