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Informacje ogélne

Description
Linia komdrkowa AB2.2 jest szeroko stosowana mysig embrionalng linig komdrkowa (ES) pochodzaca ze
szczepu myszy 129S7 (znanego rowniez jako 129P2/0OlaHsd). Odegrata ona znaczaca role w ukierunkowaniu
gendw i generowaniu transgenicznych myszy ze wzgledu na jej solidng zdolnos¢ do ekspans;ji in vitro i
manipulacji genetycznych. Komérki AB2.2 sa pluripotencjalne, zdolne do wspottworzenia wszystkich warstw
zarodkowych i odegraty kluczowa role w produkcji zarodkowych chimer. Jednakze, podobnie jak wiele linii
komérek ES utrzymywanych przez dtuzszy okres hodowli, AB2.2 s podatne na niestabilno$é chromosomalna,
zwtaszcza aneuploidie obejmujaca chromosom 8.
Analiza cytogenetyczna AB2.2 i jego podlinii ujawnita wysoka czestotliwos¢ nieprawidtowosci
chromosomalnych, przy czym mozaika i czysta trisomia 8 sg szczegdlnie powszechne. W jednym z badan AB2.2
wykazywat kariotyp mozaikowy obejmujacy wzmocnienia chromosoméw 8 i Y, w tym konfiguracje takie jak
42 XY,+Y,+8 [ 41,XY,+Y / 40,XY. Wsrdd jego podlinii zidentyfikowano dodatkowe anomalie kariotypowe, takie jak
podwadjne trisomie obejmujace chromosomy 8 i 11 oraz ztozone chromosomy pochodne wynikajace z
niezrownowazonych translokacji obejmujacych chromosom 8. Te strukturalne i liczbowe aberracje sa zwigzane
ze zmniejszong wydajnosciag transmisji w linii zarodkowej, a ich obecnos¢ komplikuje interpretacje relacji
genotyp-fenotyp u zwierzat chimerycznych.
Biorac pod uwage tto genetyczne i podatno$¢ na niestabilno$¢ chromosomalna, AB2.2 pozostaje poteznym
narzedziem w genetyce myszy, ale wymaga starannej kontroli jakosci. Rutynowe badanie kariotypu - w tym
zaréwno G-banding, jak i FISH - jest zalecane przed przystapieniem do wstrzykniecia blastocysty w celu
zapewnienia integralnosci chromosomalnej niezbednej do niezawodnej transmisji linii zarodkowej i doktadnych
analiz fenotypowych.

Organism Mysz

Tissue Blastocysta

Applications Badania nad komdrkami macierzystymi

Charakterystyka

Age Zarodek

Gender Mezczyzna

Cell type Embrionalne komérki macierzyste

Dane regulacyjne

Citation AB2.2 (numer katalogowy Cytion 305738)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_C261

Dane biomolekularne

Mutational
profile
Obstuga

Split ratio Zalecane sg proporcje od 1:4 do 1:7

Seeding 3do 5 x 10% komérek/cm2

density

Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktdra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.

Freezing
Procedure Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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