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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia P19, typ pluripotentného embryonalneho karcindmu, bola pévodne ziskana z teratokarcindmu u

mysi kmena C3H/He. Tato epitelu podobna bunkova linia vykazuje schopnost klonovat sa vo vysokej miere, ked
sa pestuje v médiu s pridavkom 0,1 mM B-merkaptoetanolu. Pozoruhodnou vlastnostou buniek P19 je ich
schopnost diferencovat sa na neurénové a gliové bunky, ked si vystavené posobeniu kyseliny retinovej. Zaroveri
maju potencial transformovat sa na srdcové a kostrové svaly, ked' su vystavené dimetylsulfoxidu (DMSO). Ak st
vystavené posobeniu kyseliny retinovej aj DMSO, vykazuju prevazne znaky diferenciacie vyvolanej kyselinou
retinovou.

Bunkova linia P19 ma pdvod v mysi (Mus musculus) a patri do Sirokej klasifikacie Eukaryota, Animalia, Metazoa,
Chordata, Vertebrata a Tetrapod. Bunky stelesrniuji morfoldgiu epitelového typu tkaniva odvodeného od embrya
a spajaju sa s ochorenim teratokarciném. Vyuzivaju sa predovsetkym v aplikaciach 3D bunkovych kultdr v ramci
kategorie produktov Zivocisnych buniek.

Hoci rakovinové bunky predstavuji vyznamnu zdravotnd hrozbu kvéli svojmu rychlemu a agresivnemu rastu,
ponukaju aj neocenitelny zdroj pre vyskumnikov skimajtcich vyvoj rakovinovych buniek a hladajicich
cielenejSie spdsoby liecby. V roku 1982 vytvorili McBurney a Rogers bunkovu liniu P19, ked' 7,5-driové mysie
embryo transplantovali do semennika s cielom vyvolat rast nddoru. Uspesne izolovali bunkové kultiry z
primarneho nadoru obsahujlice nediferencované kmeriové bunky, ktoré oznacili ako bunky embryonalneho
karcindmu P19. Tieto bunky vykazovali rychly rast bez potreby kimnych buniek a lahko sa udrZiavali. Nasledna
injekcia do blastocysty iného kmeria mysi potvrdila multipotenciu buniek P19, kedZe v mysi prijemkyni rastli
tkaniva zo vSetkych troch zarodo¢nych vrstiev.

Z pdvodnych buniek P19 bolo odvodenych niekolko podtypovych bunkovych linii vratane P195S18, P19D3,
P19RAC65 a P19C16. Kazdy z tychto podtypov ma jedineénu schopnost diferenciacie na neurénové bunky alebo
svalové bunky, ked'sa na ne p6sobi kyselinou retinovou alebo DMSO. Novsie Stddie vytvorili bunkové linie
odvodené z diferencovanych buniek P19, ktoré sa vdaka pluripotencii buniek P19 mdZu transformovat na bunky
podobné ektodermu, mezodermu a endodermu.

Bunky P19 st zndame svojim trvalym rastom v médiach doplnenych sérom. Ich diferenciaciu mozno tcinne
kontrolovat pomocou netoxickych lieciv, ako je kyselina retinova, ¢o vedie k vyvoju neurénov, astroglie a
mikroglie. Na druhej strane agregaty buniek P19 vystavené pdsobeniu DMSO sa diferencuji na endodermalne a
mezodermalne derivaty vratane srdcového a kostrového svalu. Bunky P19 st tieZ vhodné na transfekciu DNA
kddujlicou rekombinantné gény a stabilné linie exprimujuce tieto gény sa daju pohodlne izolovat. Vdaka tejto
prispdsobivosti a univerzalnosti st bunky P19 vynikajdcim zdrojom na skimanie molekularnych mechanizmov,
ktoré riadia vyvojové rozhodnutia diferencujicich sa pluripotentnych buniek.

Organism My3

Tissue Testis

Disease Teratokarcindm
Synonyms P-19

Charakteristika
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Breed/Subspecies  C3H/He

Gender MuZi

Morphology Fibroblastom podobné
Growth Adherent

properties

s, &

Regulacné udaje

Citation P19 (katalégové &islo Cytion 400416)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_2153

Biomolekularne udaje

Karyotype N =40, xY
Spracovanie
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,
Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrante médium a oplachnite prichytené bunky pomocou PBS bez vapnika a horéika (3-5 ml PBS pre banky

T25,5-10 ml pre banky T75). Pridajte TrypleExpress (1 - 2 ml na T25, 2,5 ml na banku s bunkovou kulttrou T75),
bunkovy list musi byt Gplne pokryty. Inkubujte pri teplote 37 °C pocas 10 minut. Opatrne resuspendujte bunky,
pridanie média je volitelné, ale nie je potrebné, a rozmiestnite ich do novych flias, ktoré obsahuju Cerstvé
médium. Nedovolte, aby bunky zostali konfluentné. Subkultiru vykonavajte najmenej kazdych 48 hodin.

Seeding Subkulttra aspon kazdych 48 hodin
density
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Fluid renewal Kazdé 2 dni
Freeze Ako kryokonzervacné 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 sposobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazend, pretoZe bunky sa prepravuji 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 zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okam?zita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek¢nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om 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 flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g po¢as 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¢innu interakciu a rast buniek.

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

Incubation

7 = -y ;
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optiméalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouzivat banky alebo

platne s kolagénom.
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Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
ostatocnym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne - pocas celej prepravy. Po prijati ihne

d ény z hladi drzani [ iblizne -78 °C poc lej 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

az-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 vylu¢uje pomocou testov zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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