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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia HEp-2, o ktorej sa pévodne predpokladalo, Ze pochadza z buniek rakoviny hrtana, bola neskér
identifikovana pomocou odtlackov DNA a pritomnosti markerovych chromozémov HelLa ako kontaminovana
bunkami HeLa, bunkovou liniou, ktord pochadza z rakoviny kréka maternice.
Napriek tomu sa bunkova linia HEp-2 nadalej vo velkej miere vyuZiva v nepriamej imunofluorescencii na
detekciu antinuklearnych protilatok (ANA), ktoré st klicové pri diagnostike ochoreni ako systémovy lupus
erythematosus a systémova skleréza. Standardnou metédou testovania antinukledrnych protilatok je nepriamy
imunofluorescencny test (IIFA) s pouzitim buniek HEp-2, ktory poskytuje jasné pozitivne alebo negativne
vysledky. Tento jednoduchy pristup je rozhodujdci pre diagnostiku a klasifikaciu réznych systémovych
autoimunitnych ochoreni.
Vzory autoprotilatok pozorované pri nepriamej imunofluorescencii na HEp-2 bunkach, najma v kontexte
reumatoldgie, poskytuju neocenitelné poznatky o roznych reumatickych ochoreniach. Okrem toho komplexny
prehlad antigénov exprimovanych ludskymi bunkami HEp-2 za réznych kultivaénych podmienok umoznuje
identifikovat Specifické ANA spojené s ochoreniami, ako je napriklad lupus.
Na zaver mozZno konstatovat, Ze hoci kontaminacia bunkovych linii, ako st HEp-2, bunkami HeLa vyvolala vo
vyskume rakoviny obavy o presnost a spolahlivost vysledkov a ich klinickd relevantnost, uZito¢nost HEp-2 pri
detekcii antinuklearnych protilatok a jej pouZzitie v réznych vyskumnych disciplinach podciarkuje jej
pretrvavajlci vyznam. Bunkova linia HEp-2 slizi okrem iného ako zakladny nastroj pri diagnostike a klasifikacii
autoimunitnych ochoreni.

Organism Ludské

Tissue Hrtan

Disease Adenokarciném

Applications V reumatologii zohrava nepriama imunofluorescencia pomocou buniek HEp-2 klG¢ovu Glohu pri diagnostike
autoimunitnych ochoreni vratane systémového lupus erythematosus a systémovej sklerézy

Synonyms Hep-2, HEP-2, HEp-2/Hela, Hep 2, Hep2, HEp2, HEP2, H.Ep.-2, H.Ep. #2, H.Ep. No. 2, Hep Il, Human Epidermoid
carcinoma #2, Human Epithelioma-2

Charakteristika

Age 30 rokov

Gender Zeny

Ethnicity Afroameri¢an
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Morphology Epitelu podobné
Growth Monovrstva, priliehajdca
properties

s, &

Regulacné udaje

Citation HEp-2 (katalégové &islo Cytion 300397)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1906

Biomolekularne udaje

Isoenzymes G6PD, A
Reverse Negativne
transcriptase
Products Keratin
Spracovanie
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10% FBS a 1% NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky

T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
min0ty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.
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Seeding 1x 10% buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyzdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnuat aspor 24 hodin.

Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekénU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrzity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.
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Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odporti¢ame pouzivat banky alebo
platne s kolagénom.

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrZanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
aZz-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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