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Morphology

Cell type

Growth
properties

M-MSV-Balb/3T3 rakuliin on BALB/c-hiirtest saadud hiirte fibroblastide rakuliin. Neid rakke kasutatakse
teadusuuringutes laialdaselt nende stabiilse kasvuomaduste ja hasti iseloomustatud geneetilise tausta tottu.
Need périnevad 3T3 rakuliinist, mis on hiirte embriiokude p&hjal loodud standardne fibroblastide rakuliin. M-
MSV-Balb/3T3 rakud on transformeerunud Moloney Murine Sarcoma Virus (M-MSV) poolt, mis muudab need
vaartuslikuks vahendiks viirusliku onkogeneesi, signaaliiilekande radade ning rakkude muundumise ja
kasvajate tekke aluseks olevate molekulaarsete mehhanismide uurimiseks.

M-MSV transformeerumine annab nendele rakkudele mitmesuguseid onkogeenseid omadusi, sealhulgas
suurenenud proliferatsioonikiiruse, kontakti inhibeerimise kadumise ja véime moodustada kolooniaid pehmel
agaril, mis on pahaloomulise transformatsiooni tunnused. Need omadused muudavad M-MSV-Balb/3T3 rakud
eriti kasulikuks vahibioloogia in vitro uuringutes, sealhulgas onkogeenide ja kasvajasupressorgeenide
tuvastamiseks ning vdimalike vahivastaste ravimeetodite testimiseks. Lisaks voimaldab nende kasutamine
transfektsioonikatsetes uurida geenide funktsiooni ja regulatsiooni transformeeritud fenotiilibi kontekstis.

Hiir

Embriionaalne

M-MSV-BALB/3T3

BALB/c

Embriio, 14-17 pdeva kestev tiinus

Naised

Fibroblastilaadsed

Fibroblastide

Kinnipeetav

Regulatiivsed andmed

Citation

Biosafety level

M-MSV-Balb/3T3 (Cytioni katalooginumber 400458)
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NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_5793
GMO Status GMO-S1: See hiirte fibroblastide rakuliin (M-MSV-Balb/3T3) sisaldab Moloney hiirte sarkoomiviiruse

(MOMSV) jarjestusi, mis on transfektsiooni teel sisse viidud ilma nakkusliku viiruse tekkimiseta, toetades
transformeeritud kasvu. Viiruse jarjestused esinevad stabiilselt Balb/3T3-rakkudes. See klassifikatsioon
kehtib ainult Saksamaal ja voib mujal erineda.

Biomolekulaarsed andmed

Antigen
expression

Tumorigenic

Viruses

Reverse
transcriptase

Tootlemine

Culture
Medium
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Dissociation
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density

Fluid renewal

H-2d

Jah
Ektromelia viirus (hiireviirus): negatiivne.

Negatiivne

DMEM, w: 4,5 g/L gliikoosi, w: 4 mM L-glutamiini, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM naatriumpiiruvaati (Cytioni artikli
number 820300a)

Tadiendada s66tme 10% FBS-ga

Accutase

Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud téielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhul ja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejdrel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant dra, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

0,7 kuni 1 x 106 rakku/cm2

2 kuni 3 korda nadalas
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Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
medium pdrast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.

Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke koik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake ulejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sdotmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid voi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sailitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvétmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela [ammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
leviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pShinevate
miikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- voi pdrmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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