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Meth A sarkomas Siinas, kas iegitas no kimiski inducéta audz&ja Balb/c pelém, ir svarigs modelis audz€ja
biologijas un molekularo mehanismu, kas nosaka sarkomas attistibu, izpratnei. Meth A sarkomas Sinu izpétes
galvenais aspekts ir ar transformaciju saistita proteina p53 izpéte, kas ir pazistams ar savu lomu audzéju
nomaksana. Parasti p53 ir loti labils, bet ta stabilitate ir ievérojami palielinata daudzas fibrosarkomu Stinu
[inijas, kas ieglitas no audzéjiem, kurus izraisijusi fizikali vai kimiski lidzekli. ST stabilizacija bieZi korelé ar stabila
kompleksa veidosanos ar siltuma Soka proteina hsc70 radinieku.

Interesanti, ka Meth A sarkomas Stinam ir unikala p53 stabilitates uzvediba. Lai gan p53 Sajas Sunas ir loti stabils,
mijiedarbiba ar hsc70 nav konstatéjama. Tas liecina, ka nespéja veidot Sadu kompleksu, iespéjams, ir saistita ar
endogéna p53 primaro struktdru. Ja Meth A sarkomas $linas ievada citus p53 variantus, p53-hsc70 komplekss
veidojas, kas norada, ka p53 primara struktara ir izSkiross faktors, kas nosaka ta mijiedarbibu ar hsc70 un lidz ar
to arT ta stabilitati.

Turpmaki pétijumi, izmantojot stabilas transfekcijas eksperimentus, atklaja, ka dazadi p53 varianti dazados
transforméto Stinu tipos noardas atskirigi atri, uzsverot p53 primaras struktiiras nozimi, nosakot ta aprites
atrumu. Turklat ari $tinu vide ietekmé p53 stabilitati, par ko liecina atskirigais vismaz viena p53 varianta
degradacijas atrums netransformétas BALB/c-3T3 Siinas salidzinajuma ar transformétam fibrosarkomas sSiinam.
Tas norada uz sarezgito mijiedarbibu starp genétiskajiem faktoriem un Stinu kontekstu, reguléjot p53 stabilitati
un funkciju Meth A sarkomas Suinas.
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Normativie dati

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

Meth A sarkoma (Cytion kataloga numurs 400284)

10090

CVCL_5798

Biomolekularie dati

Tumorigenic

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Doubling time

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)

Papildinat barotni ar 10% FBS
28 lidz 30 stundas

Laujiet Sinu agregatiem nogulsnéties kolbas dibena, izlejiet virséjo Skidrumu, izklied€jiet Stinas ar vieglu
pipetéSanu un parlejiet jaunas kolbas. Atkartoti suspendéjiet Sinu suspensiju kolba un nemiet reprezentativu
alikvotu, lai skaititu Stnu skaitu uz ml. Atskaidiet Stinu suspensiju lidz 1x10° &Gnam/ml ar svaigu barotni un
parlejiet jaunas kolbas.

Saciet jaunas kultdiras, izmantojot 2 lidz 3 x 10° Zinas/ml. Kad $anas ir atguvusas no sasaldésanas un
atkausésanas procesa péc 1 lidz 2 parnesumiem, sadalot Stinas, pielagojiet Sinu blivumu lidz 1 x 10° Stnas/ml.

2 lidz 3 reizes nedéla

_____

Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 mindtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Slinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pdpi::?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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