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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

Applications

Synonyms

HL-1 to linia komdrek miesnia sercowego pochodzaca z kardiomiocytow przedsionkowych dorostej myszy. Ta
linia komérkowa jest wyjatkowa, poniewaz zachowuje zdolno$¢ do kurczenia sie i utrzymywania
zrdznicowanego fenotypu serca podczas dtugotrwatej hodowli, co czyni ja nieocenionym modelem do badan
nad uktadem sercowo-naczyniowym. Komorki HL-1 sa szeroko stosowane w badaniach koncentrujacych sie na
fizjologii serca, elektrofizjologii i farmakologii. Ich zdolnos¢ do poddawania sie spontanicznym i indukowanym
skurczom pozwala naukowcom bada¢ mechanizmy molekularne lezace u podstaw funkcji miesnia sercowego,
chordb i odpowiedzi na srodki terapeutyczne.

Komérki HL-1 wykazuja cechy typowe dla komdrek miesnia sercowego, w tym ekspresje markeréw
specyficznych dla serca, takich jak troponina, miozyna i connexin 43. Reaguja na rézne bodzce fizjologiczne i
farmakologiczne, umozliwiajac szczegétowe badania szlakéw transdukcji sygnatu sercowego, funkcji kanatow
jonowych i wptywu lekdw na komorki serca. Ta linia komorkowa jest szczegdlnie cenna w modelowaniu arytmii
serca, przerostu i innych patologii serca. Ponadto, komérki HL-1 s3 wykorzystywane w wysokowydajnych
testach przesiewowych lekéw majacych na celu identyfikacje zwiazkéw modulujgcych czynno$é serca, co ma
kluczowe znaczenie dla rozwoju nowych metod leczenia chordb sercowo-naczyniowych.

Mysz

Serce, lewy przedsionek

Normalny kardiomiocyt przedsionkowy (uniesmiertelniony za pomoca duzego antygenu T wirusa SV40 poprzez
linie komédrkowa AT-1; wykazujacy spontaniczne skurcze; nie wywotujacy nowotworéw przy standardowym
stosowaniu)

Fizjologia i elektrofizjologia serca; biologia kardiomiocytéw; modelowanie arytmii serca; funkcjonowanie
kanatéw jonowych (IKr, INa, ICaL); przerost i przebudowa serca; uszkodzenie serca spowodowane
niedokrwieniem i reperfuzja; badania przesiewowe pod katem kardiotoksycznosci lekow; biologia koneksyny 43
i potaczen szczelinowych; ekspresja gendw specyficznych dla przedsionkéw (ANF, a-MHC, a-aktyna); badania
spontanicznej kurczliwosci; wysokoprzepustowe badania przesiewowe lekéw kardiologicznych; elektrofizjologia
z wykorzystaniem matrycy wieloelektrodowej (MEA)

HL1, HL-1 F2 P76

Charakterystyka

Breed/Subspecies

Age

Gender
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Ethnicity Nie dotyczy (szczep myszy transgenicznych C3HeB/FeJ; hodowla w Q)
Morphology Podobne do kardiomiocytéw

Cell type Kardiomiocyt

Growth Adherent

properties

Dane regulacyjne

Citation HL-1 (numer katalogowy Cytion 305264)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_0303

Dane biomolekularne

Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)
Obstuga
Culture
Medium Pozywka Claycomba, 2 mM glutaminy, 10% FBS, 0,1 mM norepinefryny w kwasie L-askorbinowym (nie

prowadzimy sprzedazy)

Przygotowac 0,1 mM norepinefryny w kwasie L-askorbinowym:

Przygotowac 100-krotny roztwdr podstawowy = 10 mM norepinefryny.

1. Przygotowac roztwor kwasu L-askorbinowego o stezeniu 30 mM (50 ml)

2. Dodac 160 mg noradrenaliny do roztworu kwasu askorbinowego (50 ml) = 10 mM noradrenaliny
3. Przefiltrowacd roztwor sterylnie przez wktad filtrujacy o wielkosci poréw 0,2 pm.

4. Napetnij sterylne fiolki 1-mililitrowymi porcjami 100-krotnego roztworu podstawowego norepinefryny i
przechowuj w temperaturze —20 °C. Owin folig aluminiowa; nalezy chronic przed $wiattem. Roztwor jest stabilny
przez okoto 1 miesigc w temperaturze -20 °C.

5. Do 100 ml pozywki Claycomba dodac¢ 1 ml tego roztworu. Pozywka zachowuje stabilno$¢ jedynie przez 1
miesiac.
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Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Do pozywki nalezy dodac 10% FBS, 2 mM glutaminy oraz 0,1 mM noradrenaliny w roztworze kwasu L-
askorbinowego

Accutase

ok. 24-36 godzin

Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozw6l komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komérki w Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajacych juz Swiezg pozywke.

odldo3

2 do 4 x 104 ¥0MSy ey /cm?2

Codziennie (Claycomb Medium wymieniano co 24 godziny w celu utrzymania fenotypu skurczowego)

Post-Thaw Po rozmrozeniu nalezy wysia¢ komorki na kolby pokryte fibronektyna i zelatyna (wstepnie pokryé warstwa 12,5

Recovery pg/ml fibronektyny i 0,02% zelatyny; inkubowac w temperaturze 37°C przez co najmniej 1 godzine, a przed
wysiewem usuna¢ nadmiar roztworu). Przed pierwsza wymiana pozywki nalezy odczekaé 24-48 godzin na
przyleganie i regeneracje komoérek. Nastepnie codziennie uzupetnia¢ pozywke Claycomb Medium.

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
Kolby do hodowli komérkowej nalezy pokryc fibronektyna i zelatyna. 25 ug fibronektyny, rozpuszczonej w 2 ml

0,02% roztworu zelatyny w wodzie, umieszcza sie w kolbie T25 i inkubuje przez noc w temperaturze 37°C.

(S:::..pdpi::?fns 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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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 i analiza molekularna

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

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

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