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Obecné informace

Description
Bunécna linie Huh-7.5.1 je subklon odvozeny z bunék hepatomu Huh-7, ktery je znamy svou zvySenou
nachylnosti k replikaci viru hepatitidy C (HCV). Bunky Huh-7.5.1, vyvinuté jako vylepSena verze bunécné linie
Huh-7.5, byly izolovany z vylécené replikonové bunécné linie HCV a vykazuji ve srovnani se svymi
predchidkynémi vyssi nachylnost k infekci HCV. Jsou schopny podporovat silné replikaéni cykly HCV, coZ z nich
¢ini preferovany model pro studium Zivotnich cykld HCV, véetné vstupu viru do buriky, replikace RNA a produkce
infekénich Castic.
PouZiti bunék Huh-7.5.1 se v vyzkumu HCV osvédcilo zejména diky jejich zvySené ucinnosti pfi replikaci virové
RNA a produkci infekénich vird. Tato bunécna linie vykazuje vysoké virové titry, které pfi infekci kmenem HCV-
JFH1 obvykle dosahuji 10* az 10° infekénich jednotek na mililitr v kultivaénich supernatantech. Tato vlastnost
umoziuje podrobnou analyzu virové patogeneze a antivirovych reakci in vitro. DileZité je, Ze buriky Huh-7.5.1 se
pouZivaji pfi screeningu antivirovych sloucenin zamérenych na HCV, ¢imZ napomahaji vyvoji lé¢by proti HCV a
poskytuji poznatky o mechanismech rezistence.
Kromé toho byly tyto buriky pouZity v SirSich studiich zabyvajicich se interakcemi viru s mechanismy hostitelské
buriky, metabolismem lipid{i a souvisejicimi terapeutickymi cili. Napfiklad inhibice bunécnych drah, jako je
SREBP draha zprostredkovana proteazou SKI-1/S1P, prokazala vliv na replikaci viru v burikdch Huh-7.5.1, coz
zdlraznuje jejich uZiteCnost pro vyzkum antivirovych strategii zamérenych na hostitele.

Organism Clovék

Tissue Jatra

Disease Hepatocelularni karcinom u dospélych

Synonyms Huh 7.5.1, Huh7.5.1

Charakteristika

Age 57 let

Gender MuZi

Ethnicity Japonsky

Growth Adherentni

properties

- ¢ .
Regulacni udaje
Citation Huh-7.5.1 (katalogové &islo Cytion 305491)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_E049

Biomolekularni data

Virus Ve srovnani s materskou bunéénou linii Huh-7 umoziiuje pfi infekci kmenem JFH-1 zvySenou produkci viru
susceptibility hepatitidy C (HCV).
Mutational Mutace: KDR, p.GIn472His (c.1416A>T), homozygotni; Mutace: POLD3, p.Lys109Arg (c.326A>G) (p.LysT0Arg,
profile €.209A>G); Mutace: RIGI, p.Thr55lle (c.164C>T); Mutace: TERT, ¢.1-124C>T (c.228C>T) (C228T); Mutace: TP53,
p.Tyr220Cys (c.659A>G), homozygotni
, L
Zpracovani
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (islo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Dopliite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 2-4x10%*/cm?
density
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatec¢né zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepseni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmrazena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pri teploté priblizné -150 az -196
°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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