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Altalanos informaciok

Description
A Ku80-/- MEF (Mouse Embryonic Fibroblast) sejtek olyan egerekbdl szarmazd, genetikailag modositott

fibroblaszt sejtek, amelyekbdl hidnyzik a Kug80 gén (XRCC5). A Ku80 fehérje a Ku70-zel egylitt a Ku heterodimert
alkotja, amely nélkiilozhetetlen a DNS kett6sszal-torés (DSB) javitasanak nem-homoldg végcsatlakozasi (NHEJ)
Utvonalahoz. A Ku80 hianya ezekben a sejtekben rontja a DSB-k hatékony javitasanak képességét, igy értékes
modellé valnak az NHEJ Gtvonal genomi stabilitasban, DNS-javitd mechanizmusokban és a rakbiolégidban
betoltott szerepének tanulmanyozasara.

A Ku80-/- MEF sejtek fokozott érzékenységet mutatnak az ionizald sugarzassal és mas DNS-karosito dgensekkel
szemben, ami a DSB-javit6 képességiik csokkenésének koszonhetd. Ezek a sejtek hajlamosak kromoszéma-
rendellenességek felhalmozddasara és genomialis instabilitasra is. A Ku80 hidnya nem csak a DNS-javitast,
hanem mas sejtfolyamatokat is befolyasol, mint példaul a V(D)J rekombinéaciot, amely donté fontossagu az
immunrendszerben az antitestek és T-sejt receptorok valtozatos repertoarjanak kialakuldasahoz.

A Ku80-/- MEF sejtekkel végzett kutatasok jelentds betekintést nyujtottak az NHEJ molekularis
mechanizmusaiba és a hibas DNS-javitas tagabb értelemben vett kvetkezményeibe. Ezek a vizsgalatok
kulcsfontossagliak a rak és mas, genomialis instabilitassal jaré betegségek kialakulasanak megértéséhez.
Emellett segitenek a rakos sejtekben a DNS-javitas fokozasat célzé potencialis terapias célpontok feltarasaban,
ezaltal javitva a daganatsejtekben DNS-karosodas kivaltasara épulé rakkezelések hatékonysagat.

Organism Egér

Tissue Embrid

Disease Normal egér embrionalis fibroblaszt (Ku80/XRCC5-knockout; SV40-vel halhatatlanna tett; NHEJ-hidnyos)
Metastatic site Nem alkalmazhaté (halhatatlannd tett MEF; nem klinikai daganati minta)

Applications NHEJ DNS-javitasi kutatds; a Ku80/XRCC5 miikédése; a DNS kettds szalu térés (DSB) javitdsa; a genomikus
instabilitds modellezése; sugarérzékenység; V(D)J-rekombinacid; rakbioldgia; genotoxicitasi vizsgalatok; DNS-
karosodasra adott valasz

Synonyms Ku80-/- MEF
Jellemzok
Age 12-13 magzati nap
Gender Meghatérozatlan
Ethnicity Nem alkalmazhaté (egérsejtvonal)
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Morphology Fibroblasztok
Cell type Fibroblasztok
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation Ku 80-/- (Cytion katalégusszam: 305258)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_UJ16

GMO Status GMO-S1: Ez a MEF-vonal homozigdta Ku80 (XRCC5) kititéssel és SV40 nagy T-antigénnel torténd
halhatatlanna tétellel rendelkezik. Az SV40 transzgén stabilan integralédott. Ez a besorolas kizardlag
Németorszag teriiletén érvényes, mas orszagokban eltérd lehet.

Biomolekularis adatok

Viruses Transzformans: Simian virus 40 (SV40)
Mutational Mutécié: Kugo-/-
profile

A kezelése

Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
Medium 820300a)

Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent
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Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekr6l, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan dvatosan keverjlik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feltiluszdt, szuszpendalja Gjra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at 6ket 0j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

Freeze Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids tiveget ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobahdmérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliildszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ parasitott légkor.
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Flask Coating Nincs
Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hlit6kozeggel,

hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze 4t az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Storage

Conditions HosszU tavd tartdsitas céljabol helyezze az livegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, kortilbeliil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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