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Beskrivelse

Hep-70.4 hepatomcellelinjen stammer fra en muselevertumor, specifikt fra C57BL/6J-musestammen. Denne cellelinje er bemzerkelsesveerdig
for sine mutationer i p53-genet, som blev identificeret ved forskellige passager under in vitro-opformering. Ved passage nummer 8 blev der

opdaget et svagt ekstra signal i SSCP-analysen (single-strand conformation polymorphism), hvilket indikerede tilstedeveerelsen af en p53-

mutation. Ved passage nummer 38 blev der identificeret to forskellige p53-punktmutationer: en G:C til C:G-transversion ved codon 135 og en
C:G til G:C-transversion ved codon 138 i exon 5. Disse mutationer fgrte til aminosyreaendringer fra henholdsvis alanin til prolin og cystein til

tryptofan.

Hep-70.4-cellelinjen udviser en morfologisk faenotype, der varierer betydeligt i lgbet af dens formering. Nogle sublinjer udviser en epitelial

morfologi, mens andre har et fibroblastlignende udseende. Denne heterogenitet afspejler cellelinjens komplekse natur og dens
tilpasningsevne under forskellige dyrkningsforhold. Tilstedeveerelsen af badde normale og muterede p53-alleler i de tidlige passager tyder pa,
at mutationerne giver en selektiv veekstfordel, hvilket farer til en overvaegt af muterede kloner med tiden.
Intermedieer filamentproteinanalyse af Hep-70.4-cellelinjen afslgrede ekspression af simple keratiner K8 og K18, som er typiske for normale

leverceller, samt vimentin og keratin K19 i varierende grad. Disse proteinmgnstre bekreefter cellelinjens hepatocytiske oprindelse og dens
klassificering som en hepatomlinje. Den genomiske stabilitet af Hep-70.4 blev yderligere vurderet ved hjeelp af DNA-fingeraftryksanalyse,

som ikke afslgrede nogen starre strukturelle abnormiteter, selvom der blev observeret sendringer i den relative intensitet af visse band med

stigende antal passager.
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UDTRYK OG MODTAGELIGHED

Mutationsprofil
P53

HANDTERING OG OPDRAET

Neeringsmedium

DMEM, w: 4,5 g/L glukose, w: 4 mM L-glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvat (Cytion artikelnummer 820300a)
Inkubationsatmosfaere 37°C, 5%C02, befugtet atmosfeere.

Kosttilskud
Suppler mediet med 10% FBS

Dissociationsreagens Accutase

Oddyrkning

Fjern det gamle medium fra de kleebende celler, og vask dem med PBS, der ikke indeholder calcium og magnesium. Brug 3-5 ml PBS til T25-
kolber og 5-10 ml til T75-kolber. Deek derefter cellerne helt med Accutase, brug 1-2 ml til T25-kolber og 2,5 ml til T75-kolber. Lad cellerne
inkubere ved stuetemperatur i 8-10 minutter for at lgsne dem. Efter inkubationen blandes cellerne forsigtigt med 10 ml medium for at
resuspendere dem, og centrifugeres derefter ved 300xg i 3 minutter. Kassér supernatanten, resuspender cellerne i frisk medium, og overfgr
dem til nye kolber, der allerede indeholder frisk medium.

Séateethed 1 x 104 celler/cm?
Vaeskeudskiftning Hver 3. til 5. dag
Genopretning efter optoning Lad cellerne komme sig i mindst 24 til 48 timer.

Optgning og dyrkning

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.

KVALITETSKONTROL OG KRYOPRASERVERING

Sterilitet

Mycoplasma-kontaminering udelukkes ved hjeelp af bAde PCR-baserede assays og luminescenshaserede mycoplasma-detektionsmetoder.
For at sikre, at der ikke er nogen bakterie-, svampe- eller geerforurening, underkastes cellekulturerne daglige visuelle inspektioner.

Frysemedium Som kryopraeserveringsmedium bruger vi komplet veekstmedium (inklusive FBS) + 10 %
DMSO for tilstreekkelig levedygtighed efter optgning eller CM-1 (Cytion-katalognummer
800100), som indeholder optimerede osmobeskyttende stoffer og metaboliske stabilisatorer
for at forbedre genopretningen og reducere kryo-induceret stress.

Opbevaringsbetingelser
For langtidsopbevaring anbringes heetteglas i flydende nitrogen i dampfase ved ca. -150 til -196 °C. Opbevaring ved -80 °C er kun
acceptabelt som et kort mellemtrin fgr overfarsel til flydende nitrogen.
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Leveringsbetingelser

Kryopreeserverede cellelinjer sendes pa teris i valideret, isoleret emballage med tilstraekkeligt kalemiddel til at opretholde ca. -78 °C under
hele transporten. Ved modtagelse skal beholderen straks inspiceres, og heetteglassene skal straks overfgres til passende opbevaring.

DONOR
Race / underart C57BL/6J
Donorens alder Voksen

JURIDISKE FORHOLD OG SIKKERHED

Sikkerhedsforanstaltninger

Nar man planleegger at opbevare et kryovaeske i flydende nitrogen med henblik pa fremtidig optaning, er det obligatorisk at overholde strenge
sikkerhedsforanstaltninger. Passende beskyttelseshandsker og -tgj er afggrende, og der skal bruges ansigtsmaske eller sikkerhedsbriller
under overfarslen af frosne prgver til eller fra tanken med flydende nitrogen. Dette er for at mindske risikoen for skader fra potentielle
kryovaeskeeksplosioner ved fiernelse, som kan resultere i projektion af skarpe fragmenter.

Ansvarsfraskrivelse

Vores celler leveres udelukkende til in vitro-laboratorieforskningsformal og er ikke beregnet til klinisk eller diagnostisk brug, og de ma heller
ikke administreres til mennesker eller bruges til veterinaere formal. Brugere skal overholde alle geeldende retningslinjer og regler for
hé&ndtering og brug af disse celler i en forskningsmaessig sammenheeng.

Garanti

Hos Cytion star vi inde for vores produkters kvalitet og levedygtighed.

Vi garanterer, at vores celler vil vaere levedygtige ved kulturens start i 60 dage efter afsendelse fra vores faciliteter.

Vi sikrer, at alle materialer er i overensstemmelse med de specifikationer, der er beskrevet i analysecertifikatet og/eller produktarket
For alle detaljer henvises til vores <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">Garantierklaering

Der kraeves en aftale om overfgrsel af Yes

materiale
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