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VSEOBECNE INFORMACIE

Popis

Hepatémova bunkova linia Hep-70.4 je odvodend z nadoru pecene mysi, konkrétne z kmena C57BL/6J. Tato bunkova linia je pozoruhodna
svojimi mutaciami v géne p53, ktoré boli identifikované v rdznych fazach po€as mnozenia in vitro. Pri pasazi ¢islo 8 sa pri analyze
polymorfizmu konformacie jedného retazca (SSCP) zistil slaby dodato¢ny signal, ktory naznacuje pritomnost mutacie p53. Pri paséazi €islo 38
boli identifikované dve odlisné bodové mutécie p53: G:C na C:G transverzia na kodéne 135 a C:G na G:C transverzia na kodéne 138 exénu
5. Tieto mutécie viedli k zmenam aminokyselin z alaninu na prolin a cysteinu na tryptofan.

Bunkova linia Hep-70.4 vykazuje morfologicky fenotyp, ktory sa pocas jej rozmnozovania vyrazne meni. Niektoré sublinie vykazuju epitelovi
morfolégiu, zatial o iné vykazuji vzhlad podobny fibroblastom. Tato heterogenita odraza komplexni povahu bunkovej linie a jej adaptabilitu
v réznych kultivatnych podmienkach. Pritomnost normalnych aj mutovanych alel p53 v prvych pasazach naznacuje, Ze mutacie poskytuju
selektivnu rastovi vyhodu, o ¢asom vedie k prevahe mutovanych klonov.

Analyza proteinov intermediarnych vlakien bunkovej linie Hep-70.4 odhalila expresiu jednoduchych keratinov K8 a K18, ktoré su typické pre
normalne pecenové bunky, ako aj vimentinu a keratinu K19 v r6znej miere. Tieto proteinové vzorce potvrdzuju hepatocytarny pévod bunkovej
linie a jej klasifikaciu ako hepatémovej linie. Genomicka stabilita Hep-70.4 sa dalej hodnotila prostrednictvom analyzy odtlackov DNA, ktora
neodhalila Ziadne zavazné Strukturalne abnormality, hoci sa pozorovali zmeny v relativnej intenzite urcitych pasov so zvySujicim sa poctom
pasazi.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_5772

PREJAV A NACHYLNOST

Mutcény profil
P53

MANIPULACIA A KULTIVACIA

Kultivaéné médium
DMEM, w: 4,5 g/l glukdézy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku Cytion 820300a)

Inkuba¢na atmosféra 37 °C, 5 %CO02, zvlhcena atmosféra.

Doplnky stravy
Doplrite médium o 10 % FBS

Disocia¢né ¢inidlo Accutase

RozmnoZovanie kultir

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a
pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouZzite 1 - 2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75.
Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minut, aby sa oddelili. Po inkub&cii jemne premieSajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu
suspendované, a potom ich 3 minuty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmieSajte v cerstvom médiu a preneste
ich do novych flia$, ktoré uz obsahuji Cerstvé médium.

Hustota vysevu 1 x 104 buniek/cm?
Obnova kvapaliny Kazdych 3 az 5 dni
Zotavenie po rozmrazeni Nechajte bunky zotavit aspon 24 az 48 hodin.

Rozmrazovanie a kultivacia

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.

KONTROLA KVALITY A KRYOKONZERVACIA

Sterilita

Kontaminacia mykoplazmami sa vylu€uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem zaloZzenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa denne vizualne kontroluju.

Mrazové médium Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 %
DMSO na zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové
Cislo 800100 spolocnosti Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a
metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a znizenie stresu spésobeného kryo.

Podmienky skladovania
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.
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Dopravné podmienky

Kryokonzervované bunkoveé 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.

DARCA
Plemeno | poddruh C57BL/6J
Vek darcu Dospeli

PRAVNE INFORMACIE A BEZPECNOST

Bezpecnostné opatrenia

Pri planovani uskladnenia kryovirusu v kvapalnom dusiku na budlce rozmrazenie je potrebné dodrziavat prisne bezpe¢nostné opatrenia.
Vhodné ochranné rukavice a odev st nevyhnutné a pocas prenosu zmrazenych vzoriek do nadrze s tekutym dusikom alebo z nej sa
vyzaduje pouZivanie tvarovej masky alebo ochrannych okuliarov. Je to z dévodu zniZenia rizika poranenia v désledku moznej explézie
kryovirusu pri vyberani, ktora méze mat za nasledok vymrstenie ostrych Glomkov.

Upozornenie

NaSe bunky sa poskytuju vylucne na Ucely laboratérneho vyskumu in vitro a nie su ur€ené na klinické alebo diagnostické pouzitie, ani sa
nemaju podavat ludom alebo pouZivat na veterinarne Ucely. PouZivatelia musia dodrziavat vSetky platné smernice a predpisy pre
manipulaciu a pouzivanie tychto buniek vo vyskumnom prostredi.

Zaruka

V spolo¢nosti Cytion si stojime za kvalitou a zivotaschopnostou naSich produktov.
Garantujeme, Ze naSe bunky budud Zivotaschopné na zaciatku kultivacie po€as 60 dni po odoslani z naSich zariadeni.
Zaru€ujeme, Ze vSetky materialy zodpovedaju Specifikaciam opisanym v certifikate analyzy a/alebo v produktovom liste

Uplné informacie najdete v naSom <a href=""/Kto sme/zaruka/" hreflang=""x-default"">Vyhlaseni o zaruke
Je potrebna dohoda o prenose Yes
materialu
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