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Komérki HBL-100 | 300178

Informacje ogélne

Description
HBL-100 to ludzka linia komorek nabtonkowych piersi, pierwotnie uzyskana z mleka matki karmiacej. Mleko
zostato pobrane trzy dni po porodzie i pomimo braku dowoddéw na uszkodzenie piersi u dawczyni i braku
rodzinnej historii raka piersi, komorki wykazywaty nieprawidtowy kariotyp do 7. przejscia. Ta linia komdrkowa
wyroznia sie zdolnoscia do syntezy niewielkiej ilosci laktozy i reagowania na stymulacje prolaktyna lub
estrogenem poprzez zwiekszenie produkcji kazeiny. Analizy mikroskopowe, takie jak mikrografie elektronowe,
potwierdzity obecno$é mikrokosmkow, tonofibryli i desmosoméw w tych komérkach, podkreslajac ich typowe
cechy nabtonkowe.
Jednakze, linia komdrkowa HBL-100 napotkata znaczace komplikacje dotyczace jej identyfikacji i
charakterystyki. Stwierdzono, ze zawiera chromosom Y, co sugeruje btedna identyfikacje, poniewaz poczatkowo
uwazano, ze linia komorkowa jest pochodzenia zenskiego. Dalsza ztozono$¢ wynika z obecnosci sekwencji
genomowych SV40 w linii komérkowej, co zaprzecza wczesniejszym przekonaniom, ze zostata ona
spontanicznie unieSmiertelniona. Odkrycia te doprowadzity do debat dotyczacych pochodzenia i sktadu
genetycznego HBL-100, czyniac ja problematyczng liniag komdrkowa do badar bez doktadnego potwierdzenia jej
cech i pochodzenia.

Organism Cztowiek

Tissue Pier$

Disease Rak

Synonyms HBL 100, HBL100

Charakterystyka

Age 27 lat

Gender Kobieta

Ethnicity Kaukaski

Morphology Podobny do nabtonka

Growth Monowarstwa, przylegajaca

properties

Dane regulacyjne

Citation HBL-100 (numer katalogowy Cytion 300178)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_4362

Dane biomolekularne

Antigen HLA A1, A10,All, B7, B8

expression

Isoenzymes G6PD, B, PGM1, 1, PGM3, 2, ES-D, 1, Me-2, 0, GLO-1, 2, AK-1, 1-2, produkt czestotliwosci fenotypu: 0.0008

Tumorigenic Tak, u nagich myszy. Przy poziomach pasazowania ponizej 35 linia nie jest nowotworowa u nagich myszy, ale
tworzy kolonie w miekkim agarze. Stwierdzono, ze nowotworowo$¢ wzrasta powyzej 35. pasazowania.

Viruses Komorki zawierajg tamdemalnie zintegrowany genom SV40, donoszono, ze mogg zawierac retrowirusa typu D,
ktéry jest podobny lub identyczny z wirusem matp Mason-Pfizer (MPMV).

Reverse Pozytywny

transcriptase

Ploidy status Aneuploid

MSI-status Stabilny (MSS)

Karyotype Liczba chromosoméw linii macierzystej jest bliska triploidalnej z modalna liczba 67 chromosoméw i sktadnikiem
2S wystepujacym na poziomie 0,6%. Wiekszo$¢ chromosoméw sktada sie z okoto 39 normalnych i 28
markerowych chromosoméw. Markery takie jak 2q, 11g+, 11q, t(2q.12), t(29.59?), t(6p?.16), 16pt i wiele innych
sg wspdlne dla wiekszosci metafaz. Normalne chromosomy 11, 14, 15 16 sg nieobecne. 2,12,17i19 s3
monosomiczne, a x jest disomiczny. Profilowanie DNA pod katem amelogeniny, test PCR specyficzny dla
chromosoméw ptciowych, ktéry moze odréznicé produkty specyficzne dla chromosomu x od produktéw
specyficznych dla chromosomu Y, ujawnit obecnos$¢ chromosomoéw Y w tej linii komdrkowej domniemanego
pochodzenia zeniskiego. Potwierdzenie ogdlnych ustalen zostato osiggniete poprzez barwienie QM, C-banding i
FISH, z sonda do malowania catego chromosomu do ludzkiego chromosomu Y.

Obstuga

Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukozy, w: stabilna glutamina, w: 2,0 mM pirogronianu sodu, w: 2,2 g/l NaHCO3 (numer

Medium artykutu Cytion 820200a)

Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
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Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium
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Accutase

Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktdry 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
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél 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¢ komorki w Swiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz Swieza pozywke.

Zalecany jest stosunek 1:2

1x10% kom®reK/cm?

2 do 3 razy w tygodniu

Po rozmrozeniu umie$¢ komérki na ptytce wilodci 5 x 10% komérek/cm? i pozostaw je na co najmniej 24 godziny,
aby mogty sie zregenerowac po procesie zamrazania i przylgna¢ do podtoza.

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

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

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 otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

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

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek 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
interakgcji i wzrostu komorek.

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

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

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 przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility

Profil STR

Allele HLA

 Cytion

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 przenie$¢ fiolki

do odpowiedniego miejsca przechowywania.

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.

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.

Amelogenin: x,y
CSF1PO: 10
D13S317:12
D16S539: 9,12
D5S818: 11,12
D75820: 8,12
THO1:6,8
TPOX: 8

VWA: 16
D3S1358: 14,16
D21S11: 28,30
D18S51: 16
PentaE: 7
Penta D: 12
D8S1179: 12,15
FGA: 25

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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