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Informacje ogélne

Description
Linia komdrkowa P19, rodzaj pluripotencjalnego raka embrionalnego, zostata poczatkowo uzyskana z

potworniaka u myszy szczepu C3H/He. Ta podobna do nabtonka linia komérkowa wykazuje zdolno$é do
klonowania z wysoka wydajnoscia, gdy jest hodowana w pozywce zawierajacej 0,1 mM B-merkaptoetanolu.
Godna uwagi cecha komédrek P19 jest ich zdolno$¢ do réznicowania sie w komorki neuronalne i glejowe pod
wptywem kwasu retinowego. Jednoczes$nie maja one potencjat do przeksztatcania sie w miesnie sercowe i
szkieletowe pod wptywem dimetylosulfotlenku (DMSO). Poddane dziataniu zaréwno kwasu retinowego, jak i
DMSO, wykazuja gtéwnie cechy réznicowania indukowanego kwasem retinowym.

Linia komérkowa P19 pochodzi od myszy (Mus musculus) i nalezy do szerokiej klasyfikacji Eukaryota, Animalia,
Metazoa, Chordata, Vertebrata i Tetrapoda. Komérki te maja morfologie typu tkanki nabtonkowej pochodzacej z
zarodka i s3 zwigzane z choroba teratocarcinoma. Sg one wykorzystywane gtéwnie w hodowlach komérkowych
3D w ramach kategorii produktow komérek zwierzecych.

Podczas gdy komdrki nowotworowe stanowia powazne zagrozenie dla zdrowia ze wzgledu na ich szybki i
agresywny wzrost, stanowia one réwniez nieocenione zrédto informacji dla naukowcéw badajacych rozwdj
komérek nowotworowych i poszukujacych bardziej ukierunkowanych metod leczenia. W 1982 roku McBurney i
Rogers stworzyli linie komdrkowa P19, przeszczepiajac 7,5-dniowy zarodek myszy do jadra w celu wywotania
wzrostu guza. Udato im sie wyizolowaé hodowle komérkowe z guza pierwotnego zawierajace niezréznicowane
komorki macierzyste, nazwane komorkami raka zarodkowego P19. Komérki te wykazywaty szybki wzrost bez
potrzeby stosowania komérek zasilajacych i byty tatwe w utrzymaniu. P6zniejsze wstrzykniecie do blastocyst
innego szczepu myszy potwierdzito multipotencjalno$é komérek P19, poniewaz tkanki ze wszystkich trzech
warstw zarodkowych rosty u myszy biorcy.

Z oryginalnych komérek P19 wyprowadzono kilka podtypéw linii komdrkowych, w tym P19S18, P19D3,
P19RAC65 i P19C16. Kazdy z tych podtypow posiada unikalne zdolnosci réznicowania sie w komoérki neuronalne
lub miesniowe, gdy jest traktowany odpowiednio kwasem retinowym lub DMSO. Nowsze badania wygenerowaty
linie komérkowe pochodzace ze zréznicowanych komérek P19, ktére dzieki pluripotencji komorek P19 moga
przeksztatcac sie w komorki ektodermalne, mezodermalne i endodermalne.

Komérki P19 znane s3 z trwatego wzrostu w pozywce z dodatkiem surowicy. Ich réznicowanie mozna skutecznie
kontrolowac za pomoca nietoksycznych lekéw, takich jak kwas retinowy, co prowadzi do rozwoju neuronéw,
astrogleju i mikrogleju. Z drugiej strony, agregaty komorek P19 wystawione na dziatanie DMSO réznicuja sie w
pochodne endodermalne i mezodermalne, w tym miesnie sercowe i szkieletowe. Komorki P19 sa réwniez
podatne na transfekcje DNA kodujacym rekombinowane geny, a stabilne linie wyrazajace te geny mozna
wygodnie izolowad. Ta plastycznosé i wszechstronnosc¢ sprawiaja, ze komorki P19 sa doskonatym zrédtem do
badania mechanizméw molekularnych, ktére reguluja decyzje rozwojowe réznicujacych sie komorek
pluripotencjalnych.

Organism Mysz
Tissue Jadro
Disease Teratocarcinoma

Synonyms P-19
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Charakterystyka

Breed/Subspecies C3H/He

Gender Mezczyzna
Morphology Podobny do fibroblastéw
Growth Adherent

properties

Dane regulacyjne

Citation P19 (numer katalogowy Cytion 400416)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_2153

Depositor Burney

Dane biomolekularne

Karyotype N =40, xY
Obstuga
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukozy, w: 2,5 mM L-glutaminy, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pirogronianu
Medium sodu, w: 1,2 g/l NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820400a)
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing Usunad pozywke i przeptukad przylegajace komdrki uzywajac PBS bez wapnia i magnezu (3-5 ml PBS na kolbe
T25,5-10 ml na kolbe T75). Dodaj TrypleExpress (1-2 ml na kolbe T25, 2,5 ml na kolbe T75), arkusz komérek musi
by¢ catkowicie pokryty. Inkubowac w temperaturze 37 stopni Celsjusza przez 10 minut. Ostroznie ponownie
zawiesi¢ komorki, dodanie pozywki jest opcjonalne, ale nie jest konieczne, i przenie$¢ je do nowych kolb
zawierajgcych $wieza pozywke. Nie dopuscic do zlepienia komorek. Subkulture nalezy powtarzac co najmniej co

48 godzin.

Split ratio Zalecany jest stosunek 1:10

Seeding Podhodowla co najmniej co 48 godzin

density

Fluid renewal Co 2 dni

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), ktéra
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.

Profil STR Amelogenin: x,x
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