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Obecné informace

Description
Bunécna linie AB2.2 je Siroce pouzivana linie mysich embryonalnich kmenovych bunék (ES) odvozena z mysiho
kmene 129S7 (zndmého také jako 129P2/OlaHsd). Diky své robustni schopnosti expanze in vitro a genetické
manipulace hraje vyznamnou roli pfi cileni gent a tvorbé transgennich mysi. Buriky AB2.2 jsou pluripotentni,
jsou schopny prispivat do vSech zarode¢nych vrstev a maji zasadni vyznam pro tvorbu chimér schopnych
zarodecné linie. Stejné jako mnoho jinych linii ES bunék udrZovanych po delsi dobu kultivace je viak i AB2.2
nachylna k chromozomalni nestabilité, zejména k aneuploidii chromozomu 8.
Cytogeneticka analyza AB2.2 a jejich sublinek odhalila vysokou frekvenci chromozomalnich abnormalit, pficemz
zvlasté Casté jsou mozaikové a Cisté trisomie 8. V jedné studii AB2.2 vykazoval mozaikovy karyotyp zahrnujici
zisky chromozom 8 a Y, véetné konfiguraci jako 42,XY,+Y,+8 / 41,XY,+Y / 40,XY. Mezi jejimi podliniemi byly
identifikovany dalsi karyotypové anomalie, jako jsou dvojité trizomie zahrnujici chromozomy 8 a 11 a komplexni
derivované chromozomy vzniklé nebalancovanymi translokacemi zahrnujicimi chromozom 8. Tyto strukturalni
a numerické aberace jsou spojeny se snizenou Ucinnosti zarodecného prenosu a jejich pritomnost komplikuje
interpretaci vztah(i mezi genotypem a fenotypem u chimérickych zvirat.
Vzhledem ke genetickému pozadi a nachylnosti k chromozomalni nestabilité zstava AB2.2 mocnym nastrojem
v mysi genetice, vyZaduje vsak peclivou kontrolu kvality. Rutinni screening karyotypu - véetné G-bandingu i FISH
- se doporucuje pred zahajenim injekce blastocysty, aby byla zajisténa chromozomalni integrita nezbytna pro
spolehlivy pfenos zarodec¢né linie a presné fenotypové analyzy.

Organism My3

Tissue Blastocysta

Applications Vyzkum kmenovych bunék

Charakteristika

Age Embrya

Gender MuZi

Cell type Embryonalni kmenové buriky

Growth Adherentni

properties
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Regulacni udaje
Citation AB2.2 (katalogové &islo Cytion 305738)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_C261

Biomolekularni data

Mutational
profile
, ’
Zpracovani
Split ratio Doporucuje se pomér 1:4 a7 1:7
Seeding 3 a7 5x10* bunék/cm2
density
Fluid renewal 2 a7 3krat tydné
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spoleCnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

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

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
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 pri 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 preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure 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 lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned

zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl 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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