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Vseobecné informacie

Description
HBL-100 je ludska epitelova bunkova linia prsnika pévodne ziskana z materského mlieka dojciacej matky. Mlieko
bolo odobraté tri dni po pérode a napriek tomu, Ze u darkyne sa nevyskytlo Ziadne poskodenie prsnika a v
rodine sa nevyskytla rakovina prsnika, bunky vykazovali abnormalny karyotyp v 7. $tadiu. Tato bunkova linia sa
vyznacuje schopnostou syntetizovat malé mnozstvo laktdzy a reagovat na stimuldciu prolaktinom alebo
estrogénom zvySenim produkcie kazeinu. Mikroskopické analyzy, ako napriklad elektronové mikrofotografie,
potvrdili pritomnost mikroklkov, tonofibril a desmozémov v tychto bunkach, ¢o zvyraznuje ich typické epitelové
vlastnosti.
Bunkova linia HBL-100 sa v3ak stretla so znaénymi komplikaciami, pokial ide o jej identifikaciu a charakterizaciu.
Zistilo sa, Ze obsahuje chromozém Y, ¢o naznaduje nespravnu identifikaciu, kedZe sa pévodne predpokladalo, Ze
ide o bunkov liniu Zenského pévodu. Dalsie komplikécie vyplyvaji z pritomnosti genomickych sekvencii SV40 v
bunkovej linii, ¢o je v rozpore s predchadzajicimi nazormi, Ze bola spontanne imortalizovana. Tieto zistenia
viedli k diskusiam o pévode a genetickom zloZeni HBL-100, ¢o z nej robi problematickd bunkovu liniu pre
vyskum bez dokladného overenia jej vlastnosti a povodu.

Organism Ludské

Tissue Prsia

Disease Karciném

Synonyms HBL 100, HBL100

Charakteristika

Age 27 rokov

Gender Zeny

Ethnicity Kaukazsky

Morphology Epitelu podobné

Growth Monovrstva, priliehajica

properties

s, &

Regulacné udaje

Citation HBL-100 (katalégové &islo Cytion 300178)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_4362

Biomolekularne udaje

Antigen HLA A1, A0, All, B7, BS

expression

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

Tumorigenic Ano, na nahych mysiach. Pri pasaZi niz$ej ako 35 nie je linia nddorova u nahych mysi, ale vytvéra kolénie v
méakkom agare. Uvadza sa, Ze nad pasazou 35 sa nadorovost zvysuje.

Viruses Bunky obsahujui tamdemly integrovany geném SV40, pri¢om sa uvadza, Ze méZu obsahovat retrovirus typu D,
ktory je podobny alebo identicky s Mason-Pfizerovym opicim virusom (MPMV).

Reverse Pozitivne

transcriptase

Ploidy status Aneuploidné

MSI-status Stabilny (MSS)

Karyotype Pocet kmeriovych chromozémov je takmer triploidny s modalnym po¢tom 67 chromozémov a zlozka 2S sa
vyskytuje na Grovni 0,6 %. Vacsina chromozémovych kompletov pozostava z priblizne 39 normalnych a 28
markerovych chromozémov. Markery ako 2q, 11g+, 11q, t(29.12), t(29.5q?), t(6p?.16), 16pt a mnohé dalSie su
spoloc¢né pre vacsinu metafaz. Normalne chromozdmy 11, 14, 15 a 16 chybajd. 2, 12, 17 a 19 st monosomické a x
je disomicky. Profilovanie DNA na amelogenin, PCR test Specificky pre pohlavné chromozdmy, ktory dokaze
rozlisit produkty Specifické pre chromozdm x od produktov $pecifickych pre chromozém Y, odhalilo pritomnost
chromozému Y v tejto bunkovej linii predpokladaného Zenského pévodu. Potvrdenie vseobecnych nélezov sa
dosiahlo farbenim QM, C-bandingom a FISH s celochromozémovou farbiacou sondou na ludsky chromozém Y.

Spracovanie

Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukdza, w: stabilny glutamin, w: 2,0 mM pyruvat sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cislo ¢lanku

Medium Cytion 820200a)

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
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Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite 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 Uplne 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
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

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 prilnut aspor 24 hodin.

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

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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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 okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com 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 bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného 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 Gc¢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%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure 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 injek¢né liekovky do vhodného skladu.
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z::‘pdpi::?fns Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym 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 zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.

Alely HLA 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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