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Vseobecné informacie

Description
Bunky LMH, odvodené od samcieho hepatdomu Leghorn, st univerzalnou bunkovou liniou, ktora sa Siroko
pouZiva v biologickom vyskume. Tomoyuki Kitagawa ich zaloZil v roku 1981 na Institlte pre rakovinu v Tokiu v
Japonsku. Tieto bunky maju epitelovy fenotyp a st obzvlast uzitocné na Stidium interakcii medzi hostitelom a
patogénom v gastrointestinalnom trakte hydiny.
Bunky LMH st adherentné a vykazuju morfologiu podobnt dendritom. Vyjadruju glukézo-6-fosfatazu a slabd
aktivitu kanalovej ATPazy. Tieto bunky s triploidnym karyotypom a Siestimi markerovymi chromozémami
vykazuju odlisné genetické charakteristiky.
Ukazalo sa, Ze bunky LMH Géinne podporuji syntézu DNA virusu kacacej hepatitidy B (DHBV) pri transfekcii
virusovymi konstruktmi. To z nich robi neocenitelny nastroj pre virologicky vyskum, najma v stvislosti s
virusovymi infekciami hydiny.
Odvodenie buniek LMH zahfalo indukciu nadorovych uzlikov v peceni kurciat plemena Leghorn
prostrednictvom dlhodobého osetrenia dietylnitrozaminom. Tieto bunky boli tieZ chemicky transformované, ¢o
umoznilo ich imortalizaciu a kontinualne rozmnoZovanie v kultire.
Pokial ide o nadorovu aktivitu, bunky LMH maju schopnost vytvarat nadory v atymovych nahych mysiach. Tato
vlastnost z nich robi délezity model na stidium hepatocelularneho karcinému. Bunky LMH exprimuju
estrogénovy receptor a mézu byt indukované na expresiu peceriovo Specifického génu apolipoproteinu Il
(apoll). To naznacuje ich zapojenie do estrogénovych signalnych drah a metabolizmu lipidov. Na kultivaciu
buniek LMH je potrebné vopred pokryt nddoby na kultivaciu tkaniv kolagénom. Tym sa zabezpedi spravna
adhézia a rast buniek.

Organism Kuracie méso

Tissue Pelefi

Disease Hepatocelularny karciném

Applications Bunkov4 linia je uZito€nd na Stldie transfekcie.

Synonyms Bunkova linia Leghorn Male Hepatoma

Charakteristika

Breed/Subspecies  Leghorn

Age 16 mesiacov

Gender MuZi

Morphology Epitelové, dendritické.
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Growth Adherentné. Méze trvat niekolko dni, kym bunky narastd do Uplne prilnutych koldnii.
properties

¢, &

Regulacné udaje

Citation LMH (katalégové &islo Cytion 601411)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9031

CellosaurusAccession CVCL_2580

Biomolekularne udaje

Receptors Estrogén (nizka expresia).
expressed
Tumorigenic Bunky LMH tvoria nddory u atymovych mysi.
Products Glukéza-6-fosfataza, kanalova ATPazova aktivita (slabd)
Karyotype Triploid, modalne Cislo = 116, Sest markerovych chromozémov
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 Bunky LMH sa lepsie prichytavaju na cievy tkanivovych kultdr, ktoré boli vopred potiahnuté kolagénom.

Odstrante médium a oplachnite prichytené bunky pomocou PBS bez vapnika a horcika (3 - 5 ml PBS pre banky
na kultivaciu buniek T25, 5 - 10 ml pre banky na kultivaciu buniek T75). Pridajte Accutase (1 -2 mlna T725,2,5 ml
na banku s bunkovou kultirou T75), bunkovy list musi byt Gplne pokryty. Inkubujte pri teplote okolia 8-10
mindt. Opatrne resuspendujte bunky s médiom (10 ml), odstredujte 3 mindty pri 300 g, resuspendujte bunky v
Cerstvom médiu a rozmiestnite do novych flias, ktoré obsahuju éerstvé médium
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Seeding 1a33x10% Puniek/c 2

density

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 Cislo 800100 spolo¢nosti

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

Thawing and

rin e . _ . ‘ .
Culturing Cells 1. Overtesi, 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 zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekénd liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kdpela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne mieSajte 40 - 60
seklnd, kym nezostane maly ladovy chumac.

4, V3etky 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 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 kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vietko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

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

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.
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Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odport¢ame pouZzivat 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 prepravuju 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 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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