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Aciklama

Hep-66.4A hepatoma hiicre hatti bir fare karaciger timorunden, 6zellikle de C57BL/6J fare susundan tiretilmistir. Bu hiicre hatti, ara filament
protein analizi ile dogrulanan hepatositik kokeni ile karakterize edilir. Hep-66.4A, normal karaciger hiicreleri igin tipik olan basit keratin K8 ve

K18'in yani sira degisen derecelerde vimentin ve keratin K19 eksprese eder. Bu protein paternleri hiicre hattinin hepatositik dogasini ve

hepatoma hatti olarak siniflandiriimasini dogrulamaktadir.

Hep-66.4A hiicre hatti, hepatositlerden koken aldigini yansitan, agirlikh olarak epitelyal bir morfoloji sergilemektedir. Bu morfolojik fenotip,

protein ekspresyon profili ile tutarlidir. Hep-66.4A'nin DNA parmak izi analizi, bir dereceye kadar genomik stabiliteye isaret eden herhangi bir

onemli yapisal anormallik ortaya koymamistir. Bununla birlikte, artan pasaj sayilariyla belirli bantlarin géreceli yogunluklarinda bazi

degisiklikler g6zlenmistir, bu da uzun kiltir donemlerinde kiigiik genomik degiskenlik oldugunu distiindiirmektedir.
Birincil fare karaciger timorlerinde saptanabilir p53 mutasyonlari olmamasina ragmen, in vitro ¢ogaltma sirasinda bazi hepatoma hatlarinda
sapmalar bulunmustur. Hep-66.4A hiicre hatti p53 ve c-Ha-ras genlerindeki mutasyonlar agisindan analiz edilmistir. Erken pasajlar sirasinda

bu hatta p53 geninde saptanabilir mutasyonlarin olmamasi, stabil bir genetik arka plana isaret etmektedir. Bu hiicre hatti, hepatoseliler
karsinomun incelenmesi igin degerli bir model olarak hizmet etmekte ve karaciger timdrigenezinin altinda yatan hiicresel ve molekdler
mekanizmalar hakkinda bilgi saglamaktadir.
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iFADE VE DUYARLILIK

Protein ekspresyonu
Keratin 8, Keratin 18, Vimentin

Mutasyon profili
P53 wt

iISLEME VE YETISTIRME

Besiyeri
DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion triin numarasi 820300a)

Kulucka ortami 37°C, %5C02, nemlendirilmis atmosfer.

Takviyeler
Ortami %10 FBS ile takviye edin

Ayristirma reaktifi Accutase

Alt kiiltiir olusturma

Yapisik hucrelerden eski ortami gikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri i¢in 3-5 ml PBS ve T75 sigeleri
icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar icin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin.
Hiicreleri ayirmak igin oda sicakliinda 8-10 dakika inkiibasyona birakin. inkilbasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek igin 10 ml
besiyeriyle hafifce karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Stipernatanti atin, hicreleri taze besiyerinde yeniden stispanse edin
ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Sivi degisimi Her 3 ila 5 glinde bir

Cozme ve kiltirleme

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.

KALITE KONTROL VE KRIYOPREZERVASYON

Kisirhk

Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanl tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kulturleri glinliik gérsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢cdzulme sonrasi canlilik i¢in tam buyime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-induklenmis stresi azaltmak icin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullaniyoruz.

Saklama kosullari
Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi
nitrojene aktarilmadan énce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.
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Nakliye kosullari

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak icin yeterli sogutucu akiskan iceren, onaylanmis, yahtiimis
ambalajlarda kuru buz tzerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabir hemen inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

BAGISCI
Tiir / alt tiir C57BL/6J
Bagiscinin yasi Yetiskin

YASAL VE GUVENLIK

Giuvenlik dnlemleri

ileride ¢dzdirmek tizere sivi nitrojen iginde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik énlemlerine uymak zorunludur. Uygun koruyucu
eldivenler ve giysiler sarttir ve dondurulmus numunelerin sivi nitrojen tankina veya tanktan transferi sirasinda yuz maskesi veya koruyucu
gozluk kullanilimasi gerekir. Bu, ¢ikarma sirasinda keskin parcalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Yasal Uyari

Hucrelerimiz yalnizca in vitro laboratuvar arastirma amaglari icin saglanmistir ve klinik veya tanisal kullanim igin tasarlanmamistir, insanlara
uygulanmayacak veya veterinerlik amaclari icin kullaniimayacaktir. Kullanicilar, bu hiicrelerin bir arastirma ortaminda islenmesi ve
kullaniimasina yonelik tum gegerli yonergelere ve diizenlemelere uymalidir.

Garanti

Cytion olarak Urlnlerimizin kalitesinin ve canhhginin arkasindayiz.

Hucrelerimizin, tesislerimizden sevkiyattan sonra 60 giin boyunca kiltiiriin baslangicinda canh olacagini garanti ediyoruz.
Tiim malzemelerin Analiz Sertifikasi ve/veya Uriin Sayfasinda agiklanan 6zelliklere uygun oldugunu garanti ediyoruz
Tum ayrintilar icin lutfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Malzeme Transfer Anlasmasi gereklidir  Yes
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