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INFORMACJE OGOLNE

Opis

Linia komorek watrobiaka Hep-74.3 pochodzi z guza watroby myszy, w szczegoélnosci ze szczepu myszy C3H/He. Ta linia komérkowa

charakteryzuje sie pochodzeniem hepatocytarnym, potwierdzonym przez analize biatek filamentéw posrednich. Hep-74.3 wykazuje ekspresje

prostych keratyn K8 i K18, ktére sa typowe dla prawidtowych komoérek watroby, a takze wimentyny i keratyny K19 w réznym stopniu. Te

wzorce biatkowe potwierdzajg hepatocytarng nature linii komorkowej i jej klasyfikacje jako linii hepatoma.

Linia komoérkowa Hep-74.3 wykazuje morfologie gtéwnie nabtonkowa, odzwierciedlajaca jej pochodzenie z hepatocytéw. Ten fenotyp

morfologiczny jest zgodny z profilem ekspres;ji biatek. Analiza odciskéw palcéw DNA Hep-74.3 nie ujawnita zadnych powaznych
nieprawidtowosci strukturalnych, co wskazuje na pewien stopien stabilnosci genomu. Zaobserwowano jednak pewne zmiany we wzglednej

intensywnosci okreslonych pasm wraz ze wzrostem liczby pasazy, co sugeruje niewielkg zmienno$¢ genomu w dtuzszych okresach hodowli.

Pomimo braku wykrywalnych mutacji p53 w pierwotnych guzach watroby myszy, aberracje stwierdzono w niektérych liniach hepatoma
podczas rozmnazania in vitro. Linia komorkowa Hep-74.3 zostata przeanalizowana pod katem mutacji w genach p53 i c-Ha-ras. Brak

wykrywalnych mutacji w genie p53 w tej linii we wczesnych pasazach sugeruje stabilne tto genetyczne. Ta linia komérkowa stuzy jako cenny

model do badania raka watrobowokomérkowego, zapewniajac wglad w komérkowe i molekularne mechanizmy lezace u podstaw

nowotworzenia watroby.
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EKSPRESJA | PODATNOSC

Ekspresja biatek
Keratyna 8, keratyna 18, wimentyna

Profil mutacji
P53 wt

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana
Ham's F12, w: 1,0 mM stabilnej glutaminy, w: 1,0 mM pirogronianu sodu, w: 1,1 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820600a)

Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Suplementy
Uzupetni¢ poditoze 10% FBS

Odczynnik dysocjacyjny Accutase

Hodowla komérek w subkulturze

Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5
ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75.
Pozwol komoérkom inkubowac¢ w temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli€. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komorki z 10
ml pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant, ponownie zawiesi¢ komérki w
Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajgcych juz Swiezg pozywke.

Gestos¢ wysiewu 1 x 104 komérek/cm?

Odnawianie ptynéw Co3do5dni

Powroét do stanu sprzed rozmrozenia Po rozmrozeniu umie$¢ komarki na ptytce w ilosci 5 x 104 komdrek/cm? i pozostaw je na co
najmniej 24 godziny, aby mogty sie zregenerowac po procesie zamrazania i przylgna¢ do
podtoza.

Rozmrazanie i hodowla

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 JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Bezptodnos$é

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod wykrywania mykoplazmy opartych
na luminescencji.

Aby upewnic sig, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sg poddawane codziennym
kontrolom wizualnym.

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

2/3



Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) +
10% DMSO w celu zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer
katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory
metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego
kriokonserwacja.

Warunki przechowywania

W celu diugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od -150 do -196 °C.
Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krotki etap przejsciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Warunki wysytki

Linie komoérkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.

DARCZYNCA
Rasa | podgatunek C57BL/6J
Wiek dawcy Dorosty

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenstwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w cieklym azocie w celu ich pdzniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sg odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
probek do lub ze zbiornika z ciektym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowaé wyrzuceniem ostrych
fragmentow.

Zastrzezenie

Nasze komorki sg dostarczane wytgcznie do celéw badan laboratoryjnych in vitro i nie sg przeznaczone do uzytku klinicznego lub
diagnostycznego, nie moga by¢ podawane ludziom ani wykorzystywane do celéw weterynaryjnych. Uzytkownicy musza przestrzegac
wszystkich obowigzujacych wytycznych i przepiséw dotyczacych obchodzenia sie z tymi komérkami i korzystania z nich w srodowisku
badawczym.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos¢ i zywotnos¢ naszych produktow.

Gwarantujemy, ze nasze komérki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.

Zapewniamy, ze wszystkie materiaty sa zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczego6towe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/*" hreflang=""x-default"">0O$wiadczeniu gwarancyjnym

Wymagana umowa o transferze Yes

materiatow
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