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Informatii generale

Description
Linia celulara de hepatom Hep-66.4A este derivata dintr-o tumoare hepatica de soarece, in special din tulpina de

soarece C57BL/6J. Aceasta linie celulara se caracterizeaza prin originea sa hepatocitara, confirmata prin analiza
proteinelor filamentelor intermediare. Hep-66.4A exprima keratinele simple K8 si K18, care sunt tipice pentru
celulele hepatice normale, precum si vimentina si keratina K19 in diferite grade. Aceste modele proteice
confirma natura hepatocitara a liniei celulare si clasificarea acesteia ca linie de hepatom.

Linia celulara Hep-66.4A prezinta o morfologie predominant epiteliald, reflectand originea sa din hepatocite.
Acest fenotip morfologic este in concordanta cu profilul sau de expresie proteica. Analiza amprentei ADN a
celulei Hep-66.4A nu a evidentiat anomalii structurale majore, indicand un grad de stabilitate genomica. Cu
toate acestea, au fost observate unele modificari ale intensitatilor relative ale benzilor specifice odata cu
cresterea numarului de treceri, sugerand o variabilitate genomica minora pe perioade de cultura extinse.

Tn ciuda absentei mutatiilor p53 detectabile in tumorile hepatice primare ale soarecilor, au fost g3site aberatii in
unele linii de hepatom Tn timpul propagarii in vitro. Linia celulara Hep-66.4A a fost analizatd pentru mutatii in
genele p53 si c-Ha-ras. Absenta mutatiilor detectabile in gena p53 in aceasta linie in timpul pasajelor timpurii
sugereaza un fond genetic stabil. Aceasta linie celulara serveste drept model valoros pentru studiul
carcinomului hepatocelular, oferind perspective asupra mecanismelor celulare si moleculare care stau la baza
tumorogenezei hepatice.

Organism Soarece

Tissue Ficat

Disease Carcinom hepatocelular
Synonyms HEP-66.3A, 66.3A

Caracteristici

Breed/Subspecies C57BL/6J

Age Adult
Gender Femei
Morphology De tip epitelial
Growth Aderent
properties

Date de reglementare
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Citation

Hep-66.3A (numar de catalog Cytion 400206)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_5771

Date biomoleculare

Protein
expression

Tumorigenic

Mutational
profile

Manipulare

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

Freeze
medium
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Keratina 8, Keratina 18, Vimentina

Da, la soarecii B6C3F1

P53 wt

DMEM, w: 4,5 g/L glucozd, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM piruvat de sodiu (numdr articol
Cytion 820300a)

Suplimentati mediul cu 10% FBS

Accutase

Indepértati mediul vechi de pe celulele aderente si spilati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru
flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupad incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

La fiecare 3 pana la 5 zile

Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata

carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 micd aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celularin 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%(:02’ atmosfera umidificata.

Flask Coating Niciuna

Freezing
Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza

imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Shipping
Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza

imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Storage
Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza Tn azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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