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Yleisia tietoja

Description
HBL-100 on ihmisen rintaepiteelisolulinja, joka on alun perin saatu imettavan didin rintamaidosta. Maito
kerattiin kolme pdivaa synnytyksen jalkeen, ja vaikka luovuttajalla ei ollut merkkeja rintamuutoksesta eika
suvussa esiintynyt rintasyopaa, solut osoittivat epanormaalia karyotyyppia lapikaynnin 7 aikana. Tama solulinja
on tunnettu siitd, etta se pystyy syntetisoimaan pienen maaran laktoosia ja reagoimaan prolaktiinin tai
estrogeenin stimulaatioon lisdamalla kaseiinin tuotantoa. Mikroskooppiset analyysit, kuten
elektronimikroskooppikuvaukset, ovat vahvistaneet mikrovillien, tonofibrillien ja desmosomien esiintymisen
ndissa soluissa, mika korostaa niiden tyypillisia epiteeliominaisuuksia.
HBL-100-solulinjalla on kuitenkin ollut huomattavia vaikeuksia sen tunnistamisessa ja karakterisoinnissa. Sen
todettiin sisaltavan Y-kromosomin, mika viittaa virheelliseen tunnistukseen, silld solulinjan luultiin alun perin
olevan naisperdinen. Lisakompleksisuutta aiheuttaa SV40-genomisekvenssien esiintyminen solulinjassa, mika
on ristiriidassa aikaisempien kasitysten kanssa, joiden mukaan solulinja oli spontaanisti kuolematon. Nama
havainnot ovat johtaneet keskusteluihin HBL-100:n alkuperasta ja geneettisestd koostumuksesta, mika tekee
siitd ongelmallisen solulinjan tutkimukseen ilman sen ominaisuuksien ja alkuperan perusteellista validointia.

Organism lhminen

Tissue Rinta

Disease Syépa

Synonyms HBL 100, HBL100

Ominaisuudet

Age 27 vuotta

Gender Nainen

Ethnicity Kaukasialainen

Morphology Epiteelin kaltainen

Growth Yksikerroksinen, tarttuva

properties

Saantelytiedot
Citation HBL-100 (Cytionin luettelonumero 300178)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_4362

Biomolekyylitiedot

Antigen HLA A1, A10,Al11,B7 JAB8

expression

Isoenzymes G6PD, B, PGM1, 1, PGM3, 2, ES-D, 1, Me-2, 0, GLO-1, 2, AK-1, 1-2, Fenotyypin frekvenssituote: 0.0008

Tumorigenic Kylld, alastomilla hiirilla. Alle 35:n ldpivientitasoilla linja ei ole nude-hiirissa tumorigeeninen, mutta se
muodostaa pesakkeitd pehmedssa agarissa. Tumorigeenisyyden on raportoitu lisdantyvan yli 35. lapiviennin
jalkeen.

Viruses Solut sisaltavat tamdemly-integroituneen SV40-genomin, ja on raportoitu, etta ne saattavat sisaltaa D-tyypin
retrovirusta, joka on samanlainen tai identtinen Mason-Pfizer-apinaviruksen (MPMV) kanssa.

Reverse Positiivinen

transcriptase

Ploidy status Aneuploidinen

MSI-status Vakaa (MSS)

Karyotype Kromosomiluku on lahes triploidi, modaaliluku on 67 kromosomia, ja 2S-komponenttia esiintyy 0,6 prosenttia.
Useimmat kromosomikomplementit koostuvat noin 39 normaalista ja 28 merkkikromosomista. Markkereita,
kuten 2q, 11g+, 11q, t(29.12), t(29.59?), t(6p?.16), 16pt ja monet muut ovat yleisid useimmissa metafaaseissa.
Normaalit kromosomit 11, 14, 15 ja 16 puuttuvat. kromosomit 2, 12, 17 ja 19 ovat monosomisia, ja x on
disominen. DNA-profilointi amelogeniinille, joka on sukupuolikromosomispesifinen PCR-maaritys, jolla voidaan
erottaa x-kromosomispesifiset tuotteet Y-kromosomispesifisista tuotteista, paljasti Y-kromosomien
esiintymisen tdssa oletettavasti naisperdisessa solulinjassa. Yleiset [0ydokset vahvistettiin QM-varjaykselld, C-
banding-menetelmalla ja FISH-menetelmalld, jossa kaytettiin ihmisen Y-kromosomiin kohdistuvaa koko
kromosomin maalauskoetinta.

Kasittely

Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukoosia, w: vakaa glutamiini, w: 2,0 mM natriumpyruvaattia, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cytionin

Medium artikkelinumero 820200a)

Supplements Taydennetian elatusainetta 10 %:lla FBS:|l3
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Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta

T25-pulloissa 3-5 ml PBS:aa ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella,
kdyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammdssa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jdlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havitad supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreessa valiaineessa ja siirrd ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta

véliaineita.

Seeding 1x10% solua/cm?

density

Fluid renewal 2-3 kertaa viikossa

Post-Thaw Sulattamisen jalkeen levitd solut 5 x 10 solua/cm2ja anna solujen toipua pakastusprosessista ja kiinnittya

Recovery vahintdan 24 tunnin ajan.

Freeze Kryosdilytysmediana kaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan

medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:td (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, etta injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajaassa,

jotta optimaalinen l[@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaan valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vetta ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaasta on jaljella pieni jdamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévita varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaannospakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirra kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37 OC, 5 O/Ocoz, kostutettu ilmakeha.

Flask Coating Ei mitdan

Freezing
Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti

kylmaainetta, jotta lampatila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Shipping
Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti

sen vastaanottamisen jdlkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Storage
Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hoyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -
196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena vélivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla ettd luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.

HLA-alleelit A*:'01:01:01, '02:01:01
B*:'08:01:01, '40:01:02
C*:'03:04:01, '07:01:01
DRB1*:'03:01:01, '15:01:01
DQA1*:'01:02:01, '05:01:01
DQB1*:'02:01:01, '06:02:01
DPB1*:'04:01:01
E:'01:01,'01:03
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