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Obecné informace

Description
Sarkomové buriky Meth A, pochazejici z chemicky indukovaného nadoru u mysi Balb/c, predstavuji zasadni
model pro pochopeni biologie nadord a molekularnich mechanismd, které jsou pficinou vzniku sarkomu.
Klicovym aspektem vyzkumu sarkomovych bunék Meth A je studium proteinu p53 souvisejiciho s transformaci,
ktery je znamy svou ulohou pfi potlacovani nadord. Typicky je p53 vysoce labilni, ale jeho stabilita je vyrazné
zvy$ena v mnoha fibrosarkomovych bunéénych liniich odvozenych z nador( vyvolanych fyzikalnimi nebo
chemickymi latkami. Tato stabilizace ¢asto koreluje s tvorbou stabilniho komplexu s pfibuznym proteinem
tepelného Soku hsc70.
Zajimavé je, Ze sarkomové buriky Meth A vykazuiji jedineéné chovani, pokud jde o stabilitu p53. PrestoZe je p53 v
téchto burikach velmi stabilni, nedochazi u néj k detekovatelné interakci s hsc70. To naznacuje, Ze neschopnost
vytvofit takovy komplex je pravdépodobné zplisobena primarni strukturou endogenniho p53. KdyZ se do bunék
sarkomu Meth A vnesou jiné varianty p53, komplex p53-hsc70 se vytvori, coz naznacuje, Ze primarni struktura
p53 je rozhodujici pro jeho interakci s hsc70 a nasledné pro jeho stabilitu.
Dalsi zkoumani pomoci stabilnich transfekénich experimentd odhalilo, Ze rGizné varianty p53 jsou v rtiznych
transformovanych typech bunék degradovany rdiznou rychlosti, coz zdiraziuje roli primarni struktury p53 pfi
urcovani rychlosti jeho obratu. Kromé toho bunécné prostredi také ovliviiuje stabilitu p53, jak doklada rozdilna
rychlost degradace alespori jedné varianty p53 v netransformovanych burikach BALB/c-3T3 ve srovnani s
transformovanymi burikami fibrosarkomu. To poukazuje na sloZitou souhru genetickych faktor( a bunécného
kontextu pfi regulaci stability a funkce p53 v burikach sarkomu Meth A.

Organism My3

Tissue Kdze

Disease Fibrosarkom

Synonyms Meth A, Meth-A, Meth-A-sarkom

Charakteristika

Breed/Subspecies BALB/c

Age Dospéli

Gender Zeny

Morphology Kulaté buriky

Growth Zavéseni

properties
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Regulacni udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

Sarkom Meth A (katalogové Cislo Cytion 400284)

10090

CVCL_5798

Biomolekularni data

Tumorigenic
’ ’
Zpracovani

Culture
Medium

Supplements
Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Ano

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10% FBS
28 a7 30 hodin

Nechte bunééné agregéty usadit se na dné bariky, zlikvidujte supernatantni médium, rozptylte buriky jemnym
pipetovanim a rozdélte je do novych banék. Resuspendujte bunéénou suspenzi v barice a odeberte
reprezentativni alikvotni &st pro spotitani poctu bunék na ml. Zfedte buné&nou suspenzi na 1x10° bunék/ml
Cerstvym médiem a preneste do novych banék.

Doporucuje se pomér 1:4 a7 1:8

Nové kultury zahajte s pouzitim 2 az 3 x 10® bun&k/ml. Jakmile se buriky zotavi z procesu zmrazeni a rozmrazeni
po 1 az 2 pasaZich, pfi déleni bunék upravte hustotu bunék na 1 x 108 bunék/ml.

2 az 3krat tydné

Post-Thaw Po zmrazeni bylo ziskano pfiblizné 53 % ptivodniho poc¢tu bunék.

Recovery

Freeze Jako kryokonzervacni médium pouzivame kompletni riistové médium (vCetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolec¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zplsobeného 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.

Profil STR Amelogenin: x,y
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