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Bendra informacija

Description y
Hep-70.4 hepatomos lasteliy linija yra gauta is peliy kepeny naviko, konkreciai is C57BL/6J peliy padermés. Si

lasteliy linija iSsiskiria p53 geno mutacijomis, kurios buvo nustatytos jvairiose stadijose dauginant in vitro.
Atlikus 8 pakopos analize, buvo aptiktas silpnas papildomas signalas, rodantis, kad yra p53 mutacija. Iki 38 eilés
buvo nustatytos dvi skirtingos p53 taskinés mutacijos: G:C j C:G transversija 135 kodone ir C:G j G:C transversija 5
egzono 138 kodone. Sios mutacijos lémé aminoragsciy pokycius, atitinkamai alanino - j proling ir cisteino - j
triptofana.

Hep-70.4 lasteliy linija pasizymi morfologiniu fenotipu, kuris labai kinta dauginimosi metu. Kai kurios sublinijos
pasizymi epitelio morfologija, o kitos - fibroblasty isvaizda. Sis heterogeniskumas atspindi sudétinga lasteliy
linijos prigimtj ir jos gebéjima prisitaikyti prie skirtingy auginimo salygy. Tai, kad ankstyvosiose stadijose yra ir
normaliy, ir mutavusiy p53 aleliy, rodo, kad mutacijos suteikia selektyvy augimo pranasuma, todél ilgainiui
vyrauja mutave klonai.

Atlikus Hep-70.4 lasteliy linijos tarpiniy giju baltymy analize, nustatyta, kad paprastieji keratinai K8 ir K18,
badingi normalioms kepeny lasteléms, taip pat vimentinas ir keratinas K19 yra jvairaus laipsnio. Sie baltymy
modeliai patvirtina hepatocitine lasteliy linijos kilme ir jos priskyrima hepatomuy linijai. Toliau Hep-70.4 genomo
stabilumas buvo jvertintas atlikus DNR pirsty atspaudy analize, kuri neatskleidé jokiy didesniy struktariniy
pakitimy, nors didéjant lasteliy skaiciui buvo pastebéti tam tikry juosty santykinio intensyvumo pokyciai.

Organism Pelé

Tissue Kepenys

Disease Hepatoceluliné karcinoma
Synonyms HEP-56.1B, 56.1B, 56.1b

Charakteristikos

Breed/Subspecies C57BL/6J

Age Suaugusiyjy
Gender Moteris
Morphology | epitelj pana3us
Growth Prigludes
properties

Reguliavimo duomenys
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Citation Hep-56.1B (Cytion katalogo numeris 400202)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5767

Biomolekuliniai duomenys

Protein Keratinas 8, keratinas 18, vimentinas.
expression
Tumorigenic Taip, C57BL/6J peléms
Mutational P53mut (kodonas 277 8 egzone => Argininas -- Treoninas).
profile
Tvarkymas
Culture DMEM, $: 4,5 g/l gliukozés, S: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCO3, $: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio
Medium numeris 820300a)
Supplements Papildykite terpe 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Pasalinkite sena terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms

naudokite 3-5 ml PBS, o T75 kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiskai uzpilkite lasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml
T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite lasteléms inkubuotis kambario temperatiroje 8-10 minuciy, kad jos
atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lasteles su 10 ml terpés, kad jos vél suspenduoty, tada 3 minutes
centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lasteles SvieZioje terpéje ir perkelkite jas j
naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.

Seeding 1x 10* lastelés/cm?

density

Fluid renewal Kas 3-5 dienas

Post-Thaw Atsildzius, isdéliokite lasteles 5 x 10% l:qsteliq/cm2 tankumu ir leiskite lasteléms atsigauti po uzSaldymo proceso
Recovery ir prisitvirtinti bent 24 valandas.
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Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad bty uZztikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bity pagerintas atsigavimas ir sumaZintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.

Thawing and

R 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatara.

2. Gave iS karto laikykite krioviala Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jei norite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliukg panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
meégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatlros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatanta su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite [asteliy granules 10 ml $vieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kulttros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir baty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Flask Coating
Kad po atSildymo biity uztikrintas optimalus prisitvirtinimas ir gyvybingumas, rekomenduojame naudoti

kolagenu dengtas kolbas arba ploksteles.
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Freezing

Procedure Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skystg azotg mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uZterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos
aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad neblty uZterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiros kasdien vizualiai
tikrinamos.
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