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Bunécna linie Chang Liver, o nizZ se plivodné predpokladalo, Ze pochazi z normalni lidské jaterni tkang, prosla na
zakladé pokrocilého genetického profilovani vyznamnou reklasifikaci. Techniky profilovani DNA pomoci STR
PCR prokazaly, Ze bunééna linie Chang Liver je k nerozeznani od bunééné linie Hela, coZ naznacuje, Ze neni
odvozena z hepatocytarnich bunék, jak se dfive predpokladalo, ale spiSe by méla byt povaZzovana za derivat
Hela. Toto zjisténi ma dulezité disledky pro vyzkumné pracovniky, ktefi tuto bunéénou linii pouzivaji, a
zdlraznuje potrebu peclivé interpretace experimentalnich vysledkd ziskanych pfi jejim pouZiti.

Buriky HeLa, plivodné odebrané ¢ernosce Henrietté Lacksové na pocatku 50. let 20. stoleti, jsou znamé svym
robustnim ristem a genetickou stabilitou in vitro, coZ jsou vlastnosti, které jsou vzhledem ke genetické
podobnosti pravdépodobné spolecné bunééné linii Chang Liver. Z téchto souvislosti vyplyva, Ze studie
vyuZivajici buné¢nou linii Chang Liver ve vyzkumu souvisejicim s funkci nebo onemocnénim jater bude mozna
nutné prehodnotit nebo potvrdit pomoci dalsich modeld specifickych pro hepatocyty. Chybna identifikace také
poukazuje na Sirsi problémy v praxi bunécnych kultur, véetné kiiZzové kontaminace a chybného znaceni, a
zdUrazriuje vyznam pravidelného ovéfovani pravosti bunéénych linii pouzivanych ve vyzkumnych zafizenich.

Clovék

Jatra

Adenokarcinom

Chang-jatra, Chang buriky, Chang, CHL

30 let

Zeny

Epitelu podobné

Adherentni

Changova jatra (HeLa) (katalogové Cislo Cytion 300139)
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_0238

Biomolekularni data

Isoenzymes

Tumorigenic

G6PD, A

Ano, u syrskych kiecka

Viruses VySetfeni na MHV (virus mysi hepatitidy) negativni

Virus Poliovirus 1, 2, 3, adenovirus 3, vezikuldrni stomatitida (Indiana)

susceptibility

Reverse Negativni

transcriptase

Products Keratin

¢ L4
Zpracovani

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/l NaHCO3, w: EBSS (¢islo ¢lanku Cytion 820100a)

Medium

Supplements Doplrite médium 0 10 % FBS a 1 % NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pficemzZ pouZijte 1-2 ml pro
bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Split ratio Doporucuje se pomé&r 1:4 a7 1:8

Seeding 1x 10% bunék/cm? vytvofi konfluentni vrstvu za pfiblizné 4 dny.

density
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Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste buriky v mnoZstvi 5 x 10% bunék/cm? a nechte je alespon 24 hodin zotavit se z procesu
Recovery zmrazeni a pfilnout.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostate¢né 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.

Thawing and
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zlstane 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
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita 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 nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

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

5. Opatrné oteviete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahuijici 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 kultivacni 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 riist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation
Atmosphere 37°C,5 %COZ’ zvlhéend atmosféra.
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Flask Coating
Pro optimalni uchycenf a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouZivat barnky nebo desticky
potazené kolagenem.

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 lahvicky do vhodného skladu.

Shipping

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

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 prijatelné 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
CSF1PO: 10
D13S317:12,13.3
D16S539: 9,10
D5S818: 12
D7S820: 8,12
THO1: 7
TPOX: 8,12
VWA: 16,18
D3S1358: 15,18
D21S11: 27,28
D18S51: 16
PentaE: 7,17
Penta D: 8,15
D8S1179:12,13
FGA: 21
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Alely HLA A*:'68:02:01
B*:'15:03:01
C*:'12:03:01
DRB1*:'01:02:01
DQA1*:'01:01:02
DQB1*:'05:01:01
DPB1*:'01:01:01
E:'01:03:02
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