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Altalanos informaciok

Description
A Balb/c egerek kémiailag indukalt tumorabdl szarmazé Meth A szarkdma sejtek kulcsfontossagii modellt

jelentenek a tumorbioldgia és a szarkdma kialakulasat irdnyité molekularis mechanizmusok megértéséhez. A
Meth A szarkdéma sejtek kutatasanak egyik kulcsfontossagl aspektusa a tumorszuppresszidban bet6ltott
szerepér6l ismert p53 transzformacidval kapcsolatos fehérje tanulmanyozasa. A p53 jellemzéen nagyon labilis,
de stabilitasa jelentésen megnovekszik szamos olyan fibroszarkdma-sejtvonalban, amelyek fizikai vagy kémiai
anyagokkal indukalt tumorokbdl szarmaznak. Ez a stabilizacié gyakran korrelal a hésokkfehérje hsc70 rokon
fehérjével valo stabil komplex kialakulasaval.

Erdekes médon a Meth A szarkéma sejtek egyedi viselkedést mutatnak a p53 stabilitasat illetéen. Annak
ellenére, hogy a p53 nagyon stabil ezekben a sejtekben, nincs kimutathaté kélcsonhatas a hsc70-el. Ez arra utal,
hogy az ilyen komplex kialakulasanak képtelensége valdszinlileg az endogén p53 elsGdleges szerkezetének
koszonhet6. Ha mas p53-variansokat juttatunk Meth A szarkdma sejtekbe, akkor p53-hsc70 komplex képzédik,
ami azt jelzi, hogy a p53 elsédleges szerkezete kritikusan meghatarozza a hsc70-el valé kolcsonhatasat, és
kovetkezésképpen a stabilitasat.

A stabil transzfekcids kisérletekkel végzett tovabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a kiilonb6zé p53-valtozatok
kiilonb6zd sebességgel degradalodnak a kiilonbozé transzformalt sejttipusokban, ami hangsulyozza a p53
elsédleges szerkezetének szerepét a turnover sebességének meghatarozasaban. Emellett a sejtkornyezet is
befolydsolja a p53 stabilitasat, amint azt legalabb egy p53-varians eltéré lebomlasi sebessége bizonyitja a nem
transzformalt BALB/c-3T3 sejtekben a transzformalt fibroszarkoma sejtekhez képest. Ez ravilagit a genetikai
tényez6k és a sejtkérnyezet Gsszetett kolcsonhatasara a p53 stabilitdsanak és miikodésének szabalyozasaban a
Meth A szarkéma sejtekben.

Organism Egér

Tissue Bér

Disease Fibroszarkéma

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

Jellemzok

Breed/Subspecies BALB/c

Age Feln6tt

Gender NGi

Morphology Kerek cellak
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Growth Felfliggesztés
properties

Szabalyozasi adatok

Citation Meth A szarkéma (Cytion katalégusszam: 400284)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5798
Biomolekularis adatok
Tumorigenic Igen

A kezelése

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)
Medium
Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Doubling time 28-30 6ra

Subculturing Hagyja, hogy a sejtaggregatumok lelilepedjenek a lombik aljara, 6ntse ki a feliiluszd kdzeget, dvatosan
pipettazassal diszpergalja a sejteket, majd adagolja 6ket (j lombikokba. A lombikban lévé sejtszuszpenzi6t
reszuszpendalja, és vegyen beléle reprezentativ mintat a sejtek szamanak ml-ben térténé megszamlalasahoz. A
sejtszuszpenziét friss taptalajjal 1x10° sejt/ml-re higitsa, majd dj lombikokba helyezze at.

Seeding Kezdjen 0] tenyészeteket 2-3 x 10° sejt/ml felhasznaldsaval. Miutn a sejtek 1-2 atvitel utan felépiiltek a
density fagyasztas és felolvasztas folyamatabdl, a sejtek osztésakor allitsa be a sejtstiriséget 1 x 10° sejt/ml értékre.
Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal

Post-Thaw A fagyasztas utan a kezdeti sejtszam mintegy 53%-at sikerult 6sszegy(jteni.

Recovery
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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

R 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, 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 Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes 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 sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli 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 Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatds és ndvekedés 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%(:02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,

hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
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 tarolohelyre.

Storage

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

koz6tti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi mddszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezGdés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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