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Obecné informace

Description
Bunécna linie P19, typ pluripotentniho embryonalniho karcinomu, byla ptvodné ziskana z teratokarcinomu u

mysi kmene C3H/He. Tato epitelialni bunécna linie vykazuje schopnost klonovat se s vysokou zdatnosti, pokud
je péstovana v médiu s pridavkem 0,1 mM B-merkaptoethanolu. Pozoruhodnym rysem bunék P19 je jejich
schopnost diferenciace na neuronalni a gliové buriky pfi ptisobeni kyseliny retinové. Sou¢asné maji potencial
transformovat se na srdeéni a kosterni sval, pokud jsou vystaveny psobeni dimethylsulfoxidu (DMSO). P¥i
pusobeni kyseliny retinové i DMSO vykazuji prevazné znaky diferenciace vyvolané kyselinou retinovou.

Bunééna linie P19 pochazi z mysi (Mus musculus) a patfi do Siroké klasifikace Eukaryota, Animalia, Metazoa,
Chordata, Vertebrata a Tetrapod. Buriky ztélesnuji morfologii epitelového typu tkané odvozené od embrya a
jsou spojovany s onemocnénim teratokarcinomem. VyuZivaji se predevsim v aplikacich 3D bunéénych kultur v
ramci kategorie produktt Zivocisnych bunék.

Nadorové buriky sice pfedstavuji vyznamnou zdravotni hrozbu kvili svému rychlému a agresivnimu rdstu, ale
zaroven predstavuji neocenitelny zdroj pro vyzkumné pracovniky, ktefi studuji vyvoj nadorovych bunék a hledaji
cilenéjsi lécbu. V roce 1982 vytvorili McBurney a Rogers bunéénou linii P19, kdyz 7,5denni mysi embryo
transplantovali do varlete, aby vyvolali riist nadoru. Z primarniho nadoru Gspésné izolovali bunécné kultury
obsahujici nediferencované kmenové buriky, které oznacili jako buriky embryonalniho karcinomu P19. Tyto
buriky vykazovaly rychly rdst bez nutnosti pouziti napajecich bunék a snadno se udrZovaly. Nasledna injekce do
blastocysty jiného mysiho kmene potvrdila multipotenci bunék P19, protoze v mysich pfijemcich rostly tkané ze
vSech tfi zarodecénych vrstev.

Z plvodnich bunék P19 bylo odvozeno nékolik podtypl bunék, véetné P19S18, P19D3, P19RAC65 a P19C16.
Kazdy z téchto podtypt ma jedinecnou schopnost diferenciace na neuronalni buriky nebo svalové buriky pfi
pusobeni kyseliny retinové, respektive DMSO. Novéjsi studie vytvorily bunécné linie odvozené z diferencovanych
bunék P19, které se diky pluripotenci bunék P19 mohou transformovat na buriky podobné ektodermu,

mezodermu a endodermu.

Buriky P19 jsou znamé svym trvalym rlistem v médiich s pridavkem séra. Jejich diferenciaci lze G¢inné fidit
pomoci netoxickych léCiv, jako je kyselina retinova, coz vede k vyvoji neurond, astroglie a mikroglie. Na druhé
strané se agregaty bunék P19 vystavené plisobeni DMSO diferencuji v endodermalni a mezodermalni derivaty,
vcetné srdecniho a kosterniho svalu. Buriky P19 jsou také vhodné pro transfekci DNA kédujici rekombinantni
geny a lze pohodlné izolovat stabilni linie exprimujici tyto geny. Tato tvarnost a vSestrannost ¢ini z bunék P19
vynikajici zdroj pro zkoumani molekularnich mechanism, které ridi vyvojova rozhodnuti diferencujicich se
pluripotentnich bunék.

Organism My3

Tissue Testis

Disease Teratokarcinom
Synonyms P-19

Charakteristika
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Breed/Subspecies  C3H/He

Gender MuZi
Morphology Fibroblastiim podobné
Growth Adherentni
properties
Regulacni udaje
Citation P19 (katalogové &islo Cytion 400416)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_2153

Depositor Burney

Biomolekularni data

Karyotype N =40, xY
’ ’
Zpracovani
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-Glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu
Medium sodného, w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite médium a oplachnéte adherované buriky pomoci PBS bez vapniku a hor¢iku (3-5 ml PBS pro bariky

T25, 5-10 ml pro bariky T75). Pridejte TrypleExpress (1-2 ml na T25, 2,5 ml na bariku s bunécnou kulturou T75),
bunécny list musi byt zcela pokryt. Inkubujte pfi teploté 37 °C po dobu 10 minut. Opatrné resuspendujte buriky,
pridani média je volitelné, ale neni nutné, a rozdélte je do novych banék, které obsahuji erstvé médium.
Nedovolte, aby buriky zistaly konfluentni. Subkultivujte nejméné kazdych 48 hodin.
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Split ratio Doporucuje se pomér 1:10

Seeding Subkultury alespori kaZdych 48 hodin

density

Fluid renewal Kazdé 2 dny

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (v€etné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolec¢nosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zplsobeného kryo.

Thawing and

rin v s . ” o . o . ” ’
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 obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunééné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponorenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
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 lahvi¢ku 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 kultivacniho 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 subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcend atmosfeéra.
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Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostatenym
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.

Storage

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

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred 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 bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,x
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