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Informacje ogélne

Description
Linia komérkowa FS-C3H, wywodzaca sie ze szczepu myszy C3H/HeJ, odgrywa kluczowa role w badaniu

odpowiedzi gospodarza na endotoksyny, szczegolnie w kontekscie badan nad rakiem. Szczep ten wyrdznia sie
odpornoscia na endotoksyny ze wzgledu na specyficzna niewrazliwos¢ na lipopolisacharyd (LPS), gtéwny
sktadnik endotoksyny bakteryjnej. Cecha ta sprawita, ze FS-C3H stat sie nieocenionym modelem do badania
biochemicznych i genetycznych szlakéw zaangazowanych w regulacje odpowiedzi immunologicznej. Naukowcy
szeroko wykorzystywali te linie komdrkowa do badania dynamiki limfocytow B i makrofagow, koncentrujac sie
naich unikalnej braku odpowiedzi na LPS, co kontrastuje z typowymi reakcjami komérek odpornosciowych na
takie bodzce.

Brak odpowiedzi komdrek FS-C3H na LPS przypisuje sie brakowi lub zmianie kluczowego receptora
odpowiedzialnego za transdukcje sygnatu LPS. Badania wykazaty, ze pomimo braku reakcji na LPS, komorki te
moga byc¢ aktywowane poprzez alternatywne szlaki, takie jak kinaza biatkowa C (PKC) i mechanizmy
sygnalizacyjne kinazy tyrozynowej, podobne do tych aktywowanych w komérkach reagujacych na LPS.
Interakcje i role regulacyjne tych kinaz w szlakach sygnatowych podkreslaja ztozone mechanizmy
wewnatrzkomérkowe, sugerujac, ze szlaki PKC i kinazy tyrozynowej moga kompensowac wadliwg sygnalizacje
LPS. Ta obserwacja otwiera droge do zbadania, w jaki sposob fosforylacja modulowana przez kinazy tyrozynowe
wptywa na ogdlna odpowiedz komérkowa u tych myszy.

Dalsze badania nad komdrkami FS-C3H maja kluczowe znaczenie dla zrozumienia molekularnych podstaw ich
hiporesponsywnosci na LPS, potencjalnie zwigzanej z defektem genetycznym genu Lpsn. Zagtebiajac sie w
profile fosforylacji tych komérek w poréwnaniu z komdrkami reagujacymi na LPS, naukowcy daza do odkrycia
specyficznych defektéw molekularnych, ktére prowadza do zmienionej aktywacji genéw i odpowiedzi
proliferacyjnych. Wyizolowanie i scharakteryzowanie produktu genowego odpowiedzialnego za interakcje z LPS
moze zapewnic gtebszy wglad w dysfunkcje uktadu odpornosciowego i utorowac droge do nowych podejsé
terapeutycznych w leczeniu powigzanych zaburzer immunologicznych i zapalnych.

Organism Mysz
Tissue Skéra
Disease Wtékniakomiesak

Charakterystyka

Breed/Subspecies C3H

Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation FS-C3H (numer katalogowy Cytion 400418)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_5755

Dane biomolekularne

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu
Cytion 820300a)

Uzupetnié podtoze 10% FBS

Accutase

Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesié, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w $wiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz $wieza pozywke.

Zalecane s3 proporcje od 1:5 do 1:20

2% 104 komorek/cmZ

2 do 3 razy w tygodniu

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktdra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.

Freezing
Procedure Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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