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Aprasymas

Hep-74.3 hepatomos Iasteliy linija yra gauta i§ peliy kepeny naviko, konkregiai i§ C3H/He peliy padermés. Siai lasteliy linijai badinga
hepatocitiné kilme, patvirtinta atlikus tarpiniy gijy baltymy analize. Hep-74.3 ekspresuoja paprastus keratinus K8 ir K18, kurie badingi
normalioms kepeny lasteléms, taip pat jvairiu laipsniu vimenting ir kerating K19. Sie baltymy modeliai patvirtina hepatocitinj lasteliy linijos
pobddj ir jos priskyrimg hepatomos linijai.

Hep-74.3 Iasteliy linija pasizymi daugiausia epiteline morfologija, kuri rodo, kad ji yra kilusi i$ hepatocity. Sis morfologinis fenotipas atitinka jos
baltymy raiSkos profilj. Atlikus Hep-74.3 DNR pirSty atspaudy analize, nenustatyta jokiy didesniy struktdriniy pakitimy, o tai rodo tam tikrg
genomo stabiluma. Taciau, didéjant peréjimo skaiciui, pastebéti tam tikri tam tikry juosty santykinio intensyvumo pokyciai, o tai rodo nedidelj
genomo kintamuma per ilgesnj auginimo laikotarpj.

Nepaisant to, kad pirminiuose peliy kepeny augliuose p53 mutacijy nebuvo aptikta, kai kuriose hepatomy linijose dauginimo in vitro metu
buvo aptikta aberacijy. Hep-74.3 Iasteliy linija buvo tiriama dél p53 ir c-Ha-ras geny mutacijy. Tai, kad Sioje linijoje ankstyvuoju etapu nebuvo
aptikta p53 geno mutacijy, rodo, kad genetinis fonas yra stabilus. Si Iasteliy linija yra vertingas modelis hepatocelulinei karcinomai tirti,
leidziantis suprasti lgsteliy ir molekulinius mechanizmus, lemiancius kepeny navikus.
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ISRAISKA IR JAUTRUMAS

Baltojy baltymy ekspresija
Keratinas 8, keratinas 18, vimentinas

Mutacijy profilis
P53 wt

LAIKYMAS IR AUGINIMAS

Maitinamoji terpé
Ham's F12, w: 1,0 mM stabilus glutaminas, w: 1,0 mM natrio piruvatas, w: 1,1 g/L NaHCO3 (Cytion gaminio numeris 820600a)

Inkubacijos aplinka 37 °C, 5 %CO02, drekintoje atmosferoje.

Maisto papildai
Papildykite terpe 10 % FBS

Disociacijos reagentas Accutase

Subkultdrinis auginimas

PasSalinkite seng terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms naudokite 3-5 ml PBS, o T75
kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiSkai uzpilkite Iasteles "Accutase”, naudodami 1-2 ml T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite Iastelems
inkubuotis kambario temperatdroje 8-10 minuciy, kad jos atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaiSykite lgsteles su 10 ml terpes, kad jos vel
suspenduoty, tada 3 minutes centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vel sutirpinkite lasteles Sviezioje terpéje ir perkelkite jas |
naujas kolbas, kuriose jau yra Sviezia terpé.

Séjos tankis 1 x 104 lastelés/cm?
Skysc€iy atnaujinimas Kas 3-5 dienas
Atkarimas po atSilimo AtSildZius, iSdéliokite Iasteles 5 x 104 Igsteliy/cm? tankumu ir leiskite Igsteléms atsigauti po

uzSaldymo proceso ir prisitvirtinti bent 24 valandas.

AtSildymas ir auginimas

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.

KOKYBES KONTROLE IR KRIOKONSERVAVIMAS

Sterilumas

Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad nebaty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielemis, Igsteliy kultdros kasdien vizualiai tikrinamos.

Saldymo terpé Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiSka augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO,
kad baty uZztikrintas tinkamas gyvybingumas po atSildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo
numeris 800100), kurioje yra optimizuoty osmoprotektoriy ir medziagy apykaitos
stabilizatoriy, kad baty pagerintas atsigavimas ir sumazintas kriokonservavimo sukeltas

stresas.
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Laikymo salygos
Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazes skystg azotg mazdaug -150-196 °C temperatiroje. Laikymas -80 °C temperatlroje yra
priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas prie$ perkeliant j skystajj azota.

Pristatymo salygos

Kriokonservuotos Igsteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu kiekiu Saldymo skyscio, kad
pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote, nedelsdami jg apzidrekite ir nedelsdami perkelkite
megintuvelius j tinkama saugykla.

DONORAS
Veislé | porasis C57BL/6J
Donoro amZius Suaugusiyjy

TEISINIAI IR SAUGOS KLAUSIMAI

Saugos priemonés

Planuojant saugoti kriovaistine skystame azote, kad ateityje ja bty galima atSildyti, batina laikytis griezty saugos priemoniy. Batina maveti
tinkamas apsaugines pirstines ir drabuZius, o perkeliant uzsaldytus meginius j skystojo azoto talpyklg arba i$ jos batina naudoti veido kauke
arba apsauginius akinius. Taip siekiama sumazinti suzeidimy rizikg dél galimo kriokomponenty sprogimo iSémimo metu, kai gali iSsiverZzti
astras fragmentai.

Atsakomybés apribojimas

Muasy lastelées teikiamos tik in vitro laboratoriniams tyrimams ir néra skirtos klinikiniam ar diagnostiniam naudojimui, jos taip pat néra skirtos
Zmonéms ar naudojamos veterinarijos tikslais. Naudotojai privalo laikytis visy galiojanciy rekomendacijy ir taisykliy, taikomy Siy lasteliy
tvarkymui ir naudojimui moksliniy tyrimy aplinkoje.

Garantija

" Cytion" garantuoja savo produkty kokybe ir gyvybinguma.

Garantuojame, kad masy lastelés bus gyvybingos kulttry auginimo pradzioje 60 dieny po iSsiuntimo i§ masy gamyklos.
Uztikriname, kad visos medziagos atitinka analizés sertifikate ir (arba) gaminio lape apraSytas specifikacijas

I1Ssamig informacija rasite masy <a href=""/Kas mes esame/garantijos/" hreflang=""x-default"'>Garantijos pareiSkime

Reikalinga medziagy perdavimo Yes

sutartis
Cytion GmbH Registered office Heidelberg Banking information
Nikola-Tesla-Str. 3 VAT ID: DE283292917 Sparkasse Heidelberg
69124 Heidelberg Local court Mannheim - HRB 714394 IBAN: DE35 6725 0020 0009 2076 86
Tel: +49 (0)6221 405780 CEO / Geschaftsfiihrer: Jonathan Steubing BIC: SOLADES1HDB
info@cytion.com
cytion.com

3/3



