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Tissue
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Synonyms
Ozellikler

Breed/Subspecies

Age

Gender

Morphology

Growth
properties

Hep-74.3 hepatoma hiicre hatti bir fare karaciger timériinden, 6zellikle de C3H/He fare susundan tiiretilmistir.
Bu hiicre hatti, ara filament protein analizi ile dogrulanan hepatositik kdkeni ile karakterize edilir. Hep-74.3,
normal karaciger hiicreleri icin tipik olan basit keratin K8 ve K18'in yani sira degisen derecelerde vimentin ve
keratin K19 eksprese eder. Bu protein modelleri hiicre hattinin hepatositik dogasini ve hepatoma hatti olarak
siniflandinlmasini dogrulamaktadir.

Hep-74.3 hiicre hatti, hepatositlerden kdken aldigini yansitan, agirlikli olarak epitelyal bir morfoloji
sergilemektedir. Bu morfolojik fenotip, protein ekspresyon profili ile tutarlidir. Hep-74.3'lin DNA parmak izi
analizi, bir dereceye kadar genomik stabiliteye isaret eden herhangi bir 65nemli yapisal anormallik ortaya
koymamistir. Bununla birlikte, artan pasaj sayilariyla belirli bantlarin goreceli yogunluklarinda bazi degisiklikler
gozlenmistir, bu da uzun kiiltiir donemlerinde kiiclik genomik degiskenlik oldugunu diistindiirmektedir.

Birincil fare karaciger timarlerinde saptanabilir p53 mutasyonlari olmamasina ragmen, in vitro cogaltma
sirasinda bazi hepatoma hatlarinda sapmalar bulunmustur. Hep-74.3 hiicre hatti p53 ve c-Ha-ras genlerindeki
mutasyonlar agisindan analiz edilmistir. Erken pasajlar sirasinda bu hatta p53 geninde saptanabilir
mutasyonlarin olmamasi, stabil bir genetik arka plana isaret etmektedir. Bu hiicre hatti, hepatoseliler
karsinomun incelenmesi icin degerli bir model olarak hizmet etmekte ve karaciger timérigenezinin altinda
yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hakkinda bilgi saglamaktadir.

Fare

Karaciger

Hepatoseliiler karsinom

Hep-74.3, HEP-74.3a, 74.3A, 74.3a

C57BL/6J

Yetiskin

Kadin

Epitel benzeri

Yapisik
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Citation

Hep-74.3A (Cytion katalog numarasi 400208)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_5773

Biyomolekiiler Veriler

Protein
expression

Tumorigenic

Mutational
profile

Ellecleme

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Keratin 8, Keratin 18, Vimentin

Evet, C3H/HE farelerinde

P53 wt

Ham's F12, w: 1.0 mM stabil Glutamin, w: 1.0 mM Sodyum piruvat, w: 1.1 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi
820600a)

Ortami %10 FBS ile takviye edin

Accutase

Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri igin 3-
5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar igin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Slipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
stispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

1x10* hL'lcre/cm2

Her 3ila 5 glinde bir

Post-Thaw Coziildiikten sonra, hiicreleri 5 x 10% hl'jcre/cm2 olarak plakaya yerlestirin ve hiicrelerin dondurma isleminden
Recovery kurtulmasini ve en az 24 saat boyunca yapismasini bekleyin.
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Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biliylime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and

R 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,

flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tiim adimlari steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice acin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hucreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler icin,
stispansiyonu iki T25 kiiltiir sisesi arasinda boliin; stispansiyon kiiltlrleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
buyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltlir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %5 > nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating
Cozlldikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Freezing
Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan

iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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