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Obecné informace

Description
LMH buriky, odvozené z leghornského samciho hepatomu, jsou univerzalni bunécnou linii hojné vyuZivanou v

biologickém vyzkumu. Tomoyuki Kitagawa je zaloZil v roce 1981 v Ustavu pro vyzkum rakoviny v japonském
Tokiu. Tyto buriky maji epitelidlni fenotyp a jsou zvlasté uzitené pro studium interakci mezi hostitelem a
patogenem v gastrointestinalnim traktu dribeze.

LMH buriky jsou adherentni a vykazuji morfologii podobnou dendritlim. Exprimuji gluk6zo-6-fosfatazu a slabou
aktivitu kandlové ATPazy. Diky triploidnimu karyotypu a Sesti markerovym chromozomim vykazuji tyto buriky
odlisné genetické vlastnosti.

Bylo prokazano, Ze bunky LMH u¢inné podporuji syntézu DNA viru kachni hepatitidy B (DHBV), kdyZ jsou
transfekovany virovymi konstrukty. To z nich ¢ini neocenitelny nastroj pro virologicky vyzkum, zejména v
souvislosti s virovymi infekcemi dribeze.

Odvozeni bunék LMH zahrnovalo vyvolani nadorovych uzliki v jatrech kurat plemene Leghorn dlouhodobym
pusobenim dietylnitrosaminu. Tyto buriky byly rovnéz chemicky transformovany, coz umoznilo jejich
imortalizaci a kontinualni mnoZeni v kulture.

Pokud jde o nadorovou aktivitu, buriky LMH maji schopnost vytvaret nadory u athymickych nahych mysi. Tato
vlastnost z nich cini dileZity model pro studium hepatocelularniho karcinomu. LMH burky exprimuji
estrogenovy receptor a lze u nich vyvolat expresi genu pro jaterni apolipoprotein Il (apoll). To naznacuje jejich
zapojeni do estrogenovych signalnich drah a metabolismu lipidd. Pro kultivaci bunék LMH je nutné predem
pokryt nadoby pro tkariové kultury kolagenem. Tim se zajisti spravna adheze a rist bunék.

Organism Kufe

Tissue Jatra

Disease Hepatocelularni karcinom

Applications Tato bunéénd linie je vhodna pro transfekéni studie.
Synonyms Bunécna linie Leghorn Male Hepatoma

Charakteristika

Breed/Subspecies  Leghorn

Age 16 mésict

Gender MuZi

Morphology Epiteloidni, dendritické.
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Growth Adherentni. MGze trvat nékolik dni, nez buriky vyrostou do plné adherentnich kolonii.
properties
Regulaéni udaje
Citation LMH (katalogové &islo Cytion 601411)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9031

CellosaurusAccession CVCL_2580

Biomolekularni data

Receptors Estrogen (nizka hladina exprese).
expressed
Tumorigenic LMH buriky tvofi nddory u athymickych mysi.
Products Glukéza-6-fosfataza, aktivita kanalové ATPazy (slaba)
Karyotype Triploid, modalni &islo = 116, Sest markerovych chromozomi
» ’
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 Buriky LMH se [épe pfichyti k nadobam tkanovych kultur, které byly predem potazeny kolagenem. Odstrante

médium a oplachnéte adherované buriky pomoci PBS bez vapniku a hof¢iku (3-5 ml PBS pro bariky T25, 5-10 ml
pro bariky T75). Pfidejte Accutase (1-2 ml na T25, 2,5 ml na bariku s bunécnou kulturou T75), bunéény list musi
byt zcela pokryt. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut. Opatrné resuspendujte buriky s médiem
(10 ml), odstfedujte 3 minuty pfi 300 g, resuspendujte buriky v erstvém médiu a rozdélte je do novych banék,
které obsahuji Cerstvé médium

Split ratio Doporuuje se pomér 1:2 a7 1:4
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Seeding 1az3x104Punek/cm2

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

Culturing Cells 1. Ovéfte si, ze lahvicka zistane pfi dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se pfepravuji 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 pfeneste 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 rGst a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcend atmosfeéra.

Flask Coating Zadny
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Freezing

Procedure 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 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
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.

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 testd 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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