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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Morphology

Cell type

Growth
properties

s’

Regulacni udaje

Citation

Ku80-/- MEF (Mouse Embryonic Fibroblast) jsou geneticky upravené fibroblastové buriky odvozené od mysi,
které postradaji gen Ku80 (XRCC5). Protein Ku80 spolu s Ku70 tvoii heterodimer Ku, ktery je nezbytny pro cestu
NHEJ (non-homologous end joining) pri opravé dvouretézcovych zlom( DNA (DSB). Absence Ku80 v téchto
burikach zhorsuje jejich schopnost G¢inné opravovat DSB, coz z nich ¢ini cenny model pro studium dlohy drahy
NHEJ v genomové stabilité, mechanismech oprav DNA a biologii rakoviny.

Ku80-/- MEF buriky vykazuiji zvySenou citlivost viidi ionizujicimu zareni a dal$im latkam poskozujicim DNA v
disledku zhorSené schopnosti opravovat DSB. Tyto buriky maji také tendenci hromadit chromozomalni aberace
a vykazuji genomickou nestabilitu. Nedostatek Ku80 ovliviiuje nejen opravu DNA, ale také dalSi bunééné
procesy, jako je V(D)J rekombinace, ktera je kli¢ova pro vyvoj rozmanitého repertoaru protilatek a T-bunéénych
receptord v imunitnim systému.

Vyzkum s pouzitim Ku80-/- MEF bunék pfinesl vyznamné poznatky o molekularnich mechanismech NHEJ a
Sirsich disledcich defektni opravy DNA. Tyto studie maji zasadni vyznam pro pochopeni vyvoje rakoviny a
dal$ich onemocnéni spojenych s genomovou nestabilitou. Kromé toho pomahaiji pti zkoumani potencialnich
terapeutickych cild pro zlepSeni oprav DNA v nadorovych burikach, a tim i zlepSeni Gcinnosti [éCby rakoviny,
ktera je zaloZena na vyvolani poskozeni DNA v nadorovych burikach.

Mys

Embrya

Ku80-/- MEF

12-13 plodovych dnd

Nespecifikovano

Fibroblasty

Fibroblasty

Adherentni

s v

Ku 80-/- (katalogové cislo Cytion 305258)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

10090

CellosaurusAccession CVCL_UJ16

Biomolekularni data

Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)

Mutational Mutace: Ku80-/-

profile

» ’
Zpracovani

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku

Medium Cytion 820300a)

Supplements Dopliite médium o 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouZzijte 1-2 ml pro
banky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné& promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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