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Altalanos informaciok

Description A TM3 sejtek 11-13 napos him egér Leydig-sejtekbdl szarmazé egyedi sejtvonal, amely tapadd névekedési
tulajdonsagokkal rendelkezik. Ezek a sejtek nem tumorogének, mivel immunszupprimalt egerekben nem
okoznak tumort, bar félszilard taptalajon koldniakat képezhetnek. A prosztaglandin F2a gént expresszaljak, és
szamos expresszios markerrel jellemezheték, beleértve a luteinizald hormont (LH), az epidermalis novekedési
faktort (EGF), valamint az androgén-, 6sztrogén- és progeszteronreceptorok pozitiv markereit. A TM3 sejtek
figyelemre mélto jellemzoje az LH-ra adott valaszuk, amely a cAMP-termelés novekedéséhez vezet; a
tiisz6stimulalé hormonra (FSH) azonban nem reagalnak. Az LH-rezisztencia fenntartasa szérumtétel-fliggd.
Ezenkivul LH jelenlétében ezek a sejtek képesek koleszterint metabolizalni. Vizsgaltak és negativnak talaltak
Gket az ectromelia virusra (egérhimlG), ami magas szintl biztonsagot biztosit a laboratériumi felhasznalas

szamara
Organism Egér
Tissue Herék
Disease Normalis hereszoveti Leydig-sejtek (nem daganatképz6; BALB/c egér)
Metastatic site Nem alkalmazhatd (normal, nem tumorogén heresejt-vonal)
Applications A Leydig-sejtek bioldgidja; a herékben zajlé szteroidogenezis; az LH/cAMP jelatvitel; az androgén-, 6sztrogén- és

progeszteron-receptorok vizsgélata; a gonadotropinokra vald reagaloképesség; a koleszterin-anyagcsere; a
herék fejlédésének és miikodésének kutatasa

Synonyms TM-3
Jellemzok

Breed/Subspecies BALB/c

Age 11-13 nap

Gender Férfi

Morphology Epithelialis

Cell type Leydig-sejtek

Growth Adherent

properties
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Szabalyozasi adatok

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

GMO Status

TM3 (Cytion katalégusszam: 305167)

10090

CVCL_4326

Nincs genetikai modositas; vad tipust egér Leydig-sejtvonal, amelyet Gjszulott BALB/c egér heréjébdl
elsédleges tenyészet Gtjan nyertek

Biomolekularis adatok

A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikéz, w: 2,5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrium-piruvat, w:
1,2 g/L NaHCO3 (Cytion 820400a cikkszam)

Ataptalajt 2,5% FBS-szel, 5% l6szérummal egészitsiik ki

Accutase

kb. 36-48 6ra

Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, 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 inkubalas 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.

1-3

1-3 x 10* sejt/cm?

hetente 2-3 alkalommal
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Post-Thaw Felolvasztas utan a sejteket 5 x 10* sejt/cm? s(irliséggel liltessiik be, és az elsé tapkdzeg-csere el6tt legalabb
Recovery 24-48 6rat varjunk a tapadasra. A szérum tételétdl fiiggd LH-reakcioképességet Ugy tartsuk fenn, hogy minden
FBS-tétel esetében ellendrizziik az LH-ra adott cAMP-valaszt.

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

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

Thawing and

il el 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor melyhitott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjiik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Gsszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

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

7. Ovatosan szuszpendaljuk Ujra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatds és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhato kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(302’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs
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Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldéedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazisa folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on t6rténd tarolds csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

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