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Description

Organism

Tissue

Disease

Synonyms
Omadused

Breed/Subspecies

Age

Gender

Morphology

Growth
properties

Hep-74.3 hepatoomi rakuliin on saadud hiirte maksakasvajast, tapsemalt C3H/He hiiretiivest. Seda rakuliini
iseloomustab selle hepatotsiitaarne paritolu, mis on kinnitatud vahepealsete filamentide valkude analiiisiga.
Hep-74.3 ekspresseerib lihtsaid keratiini K8 ja K18, mis on tlupilised normaalsetele maksarakkudele, samuti
erineval maaral vimentiini ja keratiini K19. Need valgumustrid kinnitavad rakuliini hepatotsiitaarset iseloomu ja
selle liigitamist hepatoomiliiniks.

Hep-74.3 rakuliinil on valdavalt epiteliaalne morfoloogia, mis peegeldab selle paritolu hepatotsiiiitidest. See
morfoloogiline fenotiilip on kooskdlas selle valkude ekspressiooniprofiiliga. Hep-74.3 DNA-sGrmejélje analliiis ei
tuvastanud mingeid olulisi struktuurilisi kdrvalekaldeid, mis viitab teatavale genoomilisele stabiilsusele. Siiski
téheldati mdningaid muutusi konkreetsete ribade suhtelises intensiivsuses, kui passaazide arv suurenes, mis
viitab vahesele genoomilisele varieeruvusele pikemaajalise kasvatuse jooksul.

Vaatamata tuvastatavate p53-mutatsioonide puudumisele hiirte esmastes maksakasvajates, leiti in vitro
paljunemise kdigus mones hepatoomiliinis aberratsioone. Hep-74.3 rakuliini analiiusiti p53 ja c-Ha-ras geenide
mutatsioonide suhtes. P53-geeni tuvastatavate mutatsioonide puudumine selles liinis varajaste passatsioonide
ajal viitab stabiilse geneetilise tausta olemasolule. See rakuliin on vaartuslik mudel hepatotsellulaarse
kartsinoomi uurimiseks, andes lilevaate maksa kasvajate tekke aluseks olevatest rakulistest ja molekulaarsetest
mehhanismidest.

Hiir

Maksa

Hepatotsellulaarne kartsinoom

Hep-74.3, HEP-74.3a, 74.3A, 74.3a

C57BL/6J

Taiskasvanud

Naised

Epiteelilaadsed

Kinnipeetav

Regulatiivsed andmed
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Hep-74.3A (Cytioni katalooginumber 400208)

10090

CellosaurusAccession CVCL_5773

Biomolekulaarsed andmed

Protein
expression

Tumorigenic

Mutational
profile

Tootlemine

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Keratiin 8, keratiin 18, vimentiin

Jah, C3H/HE hiirtel

P53 wt

Ham's F12, w: 1,0 mM stabiilne glutamiin, w: 1,0 mM naatriumpiiruvaat, w: 1,1 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli
number 820600a)

Taiendada s66tme 10% FBS-ga

Accutase

Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhulja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejdrel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant ara, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

1x10* rakku/cm2

Iga 3 kuni 5 pdeva tagant

Post-Thaw Parast sulatamist asetage rakud plaadile tihedusega 5 x 10% rakku/cm2ja laske rakkudel kiilmutamisprotsessist
Recovery taastuda ja kinnituda vahemalt 24 tunni jooksul.
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Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
medium pdrast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.

Thawing and

R 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda 6rnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jaaklomp.

4. Tehke koik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake ulejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml véarskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond tihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tohusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% 55 niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujGulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid vGi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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z::‘pdpi::?fns Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela [ammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
leviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pShinevate
miikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- voi pdrmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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